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1E I N L E I T U N G
Bei der Versorgung von Patienten mit Implantaten steht die Me-
dizin heute vor einer Reihe von Herausforderungen. Weltweit
werden z.B. jährlich ca. 750.000 Hüftendoprothesen mit steigender
Tendenz implantiert (Kirschner 2005), wobei Standzeiten von ca.
20 Jahren angenommen werden können (Aldinger et al. 2009).
Gleichzeitig steigt die Lebenserwartung der Bevölkerung an. Da-
mit verbunden ist zum einen, dass bei jüngeren Patienten mit
einer späteren Revision gerechnet werden muss, nicht zuletzt be-
dingt durch höhere körperliche Aktivität im Vergleich zu älteren
Patienten (Johnsen et al. 2006, von Schulze Pellengahr et al. 2009).
Zum anderen steigt bei älteren Patienten die Wahrscheinlichkeit
für Komplikationen durch das Auftreten zusätzlicher Risikofak-
toren wie z. B. bestehende bzw. sich entwickelnde systemische
Erkrankungen oder altersbedingte unzureichende Qualität des
Knochenlagers. Daraus ergeben sich höhere Anforderungen an
die Biokompatibilität und Leistungsfähigkeit der Implantate. Im
Last tragenden Bereich sind wegen der auftretenden Beanspru-
chungen mechanische Eigenschaften gefordert, die gegenwärtig
nur mit keramischen und metallischen Werkstoffen erreichbar
sind. Bei den Metallen haben sich Titanbasislegierungen aufgrund
ihrer sehr guten Biokompatibilität durchgesetzt.
Der Begriff Biokompatibilität wurde auf der Chester Consen-
sus Conference 1986 (vgl. Williams 1988) als die Fähigkeit des
Biomaterials definiert, seine Funktion bei einer angemessenen Ge-
websantwort für eine spezifische Anwendung zu erfüllen1. Dabei
sind prinzipiell die zwei Aspekte Struktur−Biokompatibilität und
Oberflächen−Biokompatibilität zu berücksichtigen.
Die Struktur−Biokompatibilität wird durch die biomechanischen
Verhältnisse am Implantationsort bestimmt und ist eng an die
Konstruktion des Implantats und die Volumeneigenschaften des
1 „the ability of a material to perform with an appropriate host response in a specific
application“ (Williams 1988)
1
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Werkstoffs gebunden. Die sehr gute Strukturbiokompatibilität der
Titanwerkstoffe im Knochenkontakt lässt sich auf ihre im Vergleich
zu anderen metallischen Implantatwerkstoffen geringe Dichte und
besser angepassten mechanischen Eigenschaften zurückführen.
Von besonderer Bedeutung ist dabei der vergleichsweise niedrige
E-Modul (s. Unterabschnitt 2.1.1). Der beträgt zwar im Fall von
Reintitan (c.p.−Ti) und den klassischen α-β-Legierungen immer
noch das drei- bis vierfache des Knochens2, konnte aber bei den
im medizinischen Bereich mit dieser Zielstellung untersuchten β-
und β-nahen Legierungen deutlich gesenkt werden (Holzwarth
1992).
Entscheidend für die Gewebsantwort ist jedoch die Oberflä-
chen−Biokompatibilität, da nur die Oberfläche eines Implantats
im direkten Kontakt mit dem Umgebungsgewebe steht. Titan-
werkstoffe verhalten sich in vivo bioinert. Es werden einerseits
keine toxischen Reaktionen beobachtet, andererseits erfolgt auch
keine Stimulation der Heilung (bioaktives Verhalten). Letzteres
ist jedoch erforderlich, um die gegenwärtigen und zukünftigen
Herausforderungen in der Implantologie zu meistern. Deshalb
ist die gezielte Anpassung der Oberflächeneigenschaften an die
spezifische Anwendung in vivo ein bedeutendes Feld in der ge-
genwärtigen Biomaterialforschung, sowohl generell als auch in
Bezug auf Titanwerkstoffe. Es werden mechanische, chemische
und biochemische Methoden eingesetzt, um ein breites Spektrum
an Oberflächeneigenschaften einzustellen.
Strukturierte Oberflächen für Implantate wurden ursprünglich
mit der Zielstellung entwickelt, die mechanische Verankerung zu
verbessern, was durch in vivo-Untersuchungen bestätigt werden
konnte (Buser 2001, Szmukler-Moncler et al. 2004, Schwartz et al.
2008). Verschiedene Studien zeigten jedoch, dass die Morphologie
auch die Entwicklung von Zellen beeinflusst (Schwartz et al. 1999,
Deligianni et al. 2001, Brett et al. 2004). Die Anwendung von
Ätzverfahren verändert gleichzeitig die Mikrotopographie und
die Oberflächenchemie (Ogawa & Nishimura 2003, Lamolle et al.
2009, Wieland et al. 2002).
2 ca. 30GPa nach Wood (1971), Saha & Hayes (1976), Weiner & Wagner 1998, Currey
(2004)
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Die Erzeugung von Oxidschichten bzw. deren Modifizierung
mit Hilfe elektrochemischer oder physikalischer und chemischer
Verfahren wie Ionenimplantierung, physikalischer Gasphasenab-
scheidung (PVD), Plasmaspritzen und chemischer Gasphasenab-
scheidung (CVD) dienen der Erhöhung von Korrosionsbeständig-
keit und Verschleißfestigkeit (Lappalainen & Santavirta 2005).
Für Implantate im Knochenkontakt wird die Beschichtung mit
Kalziumphosphatphasen genutzt, um die Oberflächenchemie zu
beeinflussen (Barrère et al. 1999, Rößler et al. 2003). Gleichzeitig
wird damit erstmalig ein biomimetischer Ansatz verfolgt, indem
im Falle von Hydroxylapatit die anorganische Komponente des
Knochens in das System Implantat/Knochen einbezogen wird.
Vielfach wird davon ausgegangen, dass jedoch die Modifizie-
rung der biochemischen Eigenschaften von Implantatoberflächen
durch Immobilisierung biologisch aktiver Moleküle notwendig
ist, um entscheidende Impulse in Richtung eines bioaktiven Ver-
haltens der Oberfläche zu setzen (Morra 2006, de Jonge et al. 2008,
Schliephake & Scharnweber 2008, Beutner et al. 2010).
Zu den untersuchten Molekülen zählen Peptide oder von ih-
nen abgeleitete Peptidomimetika, die bestimmte Schlüsselsequen-
zen von Proteinen, wie z. B. die Aminosäure (AmS)-Sequenz Argi-
nin−Glycin−Asparaginsäure (RGD) (Schaffner & Dard 2003, Ray-
nor et al. 2009), enthalten oder vollständige Komponenten der
extrazellulären Matrix (EZM), wie das Strukturprotein Kollagen
(Morra et al. 2003, 2006), Glykosaminoglykane aber auch Wachs-
tumsfaktoren (Puleo et al. 2002, Fischer et al. 2003, Schliephake et
al. 2005a, Wikesjö et al. 2009). Weiterhin erscheint es interessant,
Wirkstoffe über das Implantat lokal zu applizieren, die ande-
renfalls wie z. B. Antibiotika systemisch in viel höherer Dosis
verabreicht werden müssten bzw. bei systemischer Gabe nicht
immer erfolgreich sind (Wu & Grainger 2006, Zhao et al. 2009).
Ein Teil der zu immobilisierenden bioaktiven Moleküle muss
in vivo freigesetzt werden, um ihre Wirkung zu entfalten. Wün-
schenswert wäre dabei eine definiert einstellbare Freisetzungs-
kinetik. Wie in Abschnitt 2.2 gezeigt wird, ist diese Forderung
mit den etablierten Immobilisierungsverfahren nicht erfüllbar.
Ebenso schwierig ist es gegenwärtig, mehrere bioaktive Moleküle
unabhängig voneinander aber gleichzeitig zu immobilisieren.
4 einleitung
Deshalb ist das Ziel dieser Arbeit, die Grundlagen für ein
neuartiges, modulares Immobilisierungssystem für biologisch
aktive Substanzen an Titanbasislegierungen zu entwickeln, das
zum einen die Möglichkeit zur anodischen Verdickung der Pas-
sivschichten und zum anderen die Fähigkeit von Nukleinsäuren
zur Hybridisierung ausnutzt. Damit soll es ermöglicht werden, die
folgenden, bisher noch nicht bei anderen Immobilisierungssyste-
men erreichten Eigenschaften zu realisieren und zu kombinieren:
• Es können unterschiedliche bioaktive Moleküle in einem
Prozessschritt immobilisiert werden. Damit soll es möglich
sein, die therapeutische Wirkung der Beschichtung den
Erfordernissen von Patientengruppen mit unterschiedlichen
Risikofaktoren anzupassen.
• Es kann ein definiertes Freisetzungsverhalten eingestellt
werden.
• Die Immobilisierung der bioaktiven Moleküle kann un-
mittelbar vor der Implantation erfolgen und obliegt dem
behandelnden Chirurg.
• Damit einhergehend wird die Beschichtung nach der Ste-
rilisation des Implantats vorgenommen, so dass eine po-
tentielle Schädigung der bioaktiven Moleküle vermieden
wird.
Bei der Realisierung des Vorhabens wird in zwei Etappen vor-
gegangen. Zunächst wird anhand eines zyklischen RGD-Peptids
mit Phosphonatanker untersucht, inwieweit kleine, biologisch
aktive Moleküle partiell in anodische Oxidschichten unter Erhal-
tung ihrer Funktion eingebaut und damit fixiert werden können.
Die dabei gewonnenen Erkenntnisse werden auf ein Immobili-
sierungssystem übertragen, das auf der Hybridisierungsfähigkeit
von Nukleinsäuren basiert und es damit ermöglicht, die Methode
um die gewünschte Modularität zu erweitern.
Die Arbeit gliedert sich in sechs Kapitel. Nach dieser Einleitung
werden in Kapitel 2 Grundlagen des zu untersuchenden Immo-
bilisierungssystem diskutiert. Zunächst werden die Eigenschaf-
ten von Titanbasislegierungen als hauptsächlich verwendetem
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metallischen Implantatwerkstoff beschrieben. Besondere Berück-
sichtigung finden dabei die physikochemischen Eigenschaften
der Luftpassivschichten und die Vorgänge bei der anodischen
Polarisation zur Erzeugung verdickter Oxidschichten. Danach
werden gegenwärtig realisierte Ansätze und Verfahren zur Im-
mobilisierung biologisch aktiver Moleküle auf Titanoberflächen
vorgestellt und ihre Grenzen aufgezeigt. Das Kapitel schließt mit
der Einführung des untersuchten Immobilisierungssystems.
Kapitel 3 stellt die verwendeten Werkstoffe, Substanzen und
Methoden vor, wobei bei letzteren der Schwerpunkt auf den haupt-
sächlich angewendeten Verfahren Röntgen-Photoelektronenspek-
troskopie XPS und β-Spektroskopie liegt.
In Kapitel 4 werden die experimentellen Arbeiten zur elektro-
chemisch gestützten Immobilisierung des zyklischen RGD-Peptids
und am nukleinsäurebasierten Immobilisierungssystem präsen-
tiert.
Die erzielten Ergebnisse beider Bereiche werden in Kapitel 5
zusammengeführt und diskutiert. Dabei wird zum einen auf die
Natur der Wechselwirkungen zwischen den Ankergruppen der
Moleküle und der Oberfläche eingegangen und eine qualitati-
ve Einschätzung der erreichten Belegungsdichten vorgenommen.
Zum anderen werden die Erkenntnisse über die Vorgänge bei
der Fixierung adsorbierter Moleküle durch deren partiellen Ein-
bau in anodische Oxidschichten und über die Faktoren, die die
biologische Aktivität der immobilisierten Moleküle beinflussen,
herausgearbeitet.
Kapitel 6 fasst die wichtigsten Ergebnisse zusammen und gibt
einen Ausblick auf mögliche zukünftige Forschungsarbeiten.

2G R U N D L A G E N
Dieses Kapitel beschäftigt sich mit den Grundlagen des zu unter-
suchenden Immobilisierungssystems. Der Abschnitt 2.1 stellt die
für diese Arbeit wichtigen Titanwerkstoffe vor, wobei besonders
auf die physikochemischen Eigenschaften der Luftpassivschichten
und die Vorgänge bei ihrer anodischen Verdickung eingegangen
wird.
Im Abschnitt 2.2 werden ausgehend von den Wechselwirkungen
zwischen Implantat und Gewebe Strategien zur biochemischen
Modifizierung von Titanwerkstoffen und etablierte Verfahren zur
Immobilisierung von bioaktiven Molekülen diskutiert sowie deren
Grenzen aufgezeigt.
Anschließend wird im Abschnitt 2.3 das hier untersuchte mo-
dulare Immobilisierungssystem als neuartiger Ansatz zur Über-
windung dieser Grenzen vorgestellt.
2.1 titanbasislegierungen als implantatwerkstoff
2.1.1 Volumeneigenschaften
Titanwerkstoffe werden als c.p.−Ti oder in Form von Legierun-
gen eingesetzt, wobei die Entscheidung darüber anhand der zu
erwartenden mechanischen Belastung getroffen wird.Für Anwen-
dungen bei geringen Lasten, wie z. B. bei Knochendefekten im
Schädel oder bei Zahnimplantaten, hat sich c.p.−Ti durchgesetzt.
Im orthopädischen Bereich sind Titanlegierungen erforderlich.
Titan ist ein allotropes Metall. Beim reinen Metall erfolgt die
Umwandlung zwischen der bei Raumtemperatur stabilen α-Phase
(hexagonal dichteste Packung (hdp)) in die β-Phase (kubisch raum-
zentriert (krz)) bei 882 ◦C. Durch Zusatz der Legierungselemente O,
N, Al, C, B kann der Stabilitätsbereich der α-Phase erweitert wer-
den (α-Stabilisatoren). Demgegenüber wirken die Elemente V, Nb,
Mo, Fe und Zr einengend bezüglich der α-Phase. Durch Auswahl
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der entsprechenden Legierungselemente können demzufolge ein-
phasige α- oder β- (β-nahe) sowie zweiphasige α+β-Legierungen
erzeugt werden. Die Zusammensetzung und ausgewählte me-
chanische Eigenschaften von für Implantate verwendeten bzw.
in der Entwicklung befindlichen Titanlegierungen sind in den
Tabellen 2.1 und 2.2 zusammengefasst.
Nach ISO 5832-2 wird c.p.−Ti entsprechend seines Sauerstoffge-
halts von 0,18 – 0,40Masse-% in vier Güteklassen eingeteilt (Güte
1-4). Mit steigendem Sauerstoffgehalt nimmt die Zugfestigkeit von
Güte 1 zu Güte 4 zu, während die Bruchdehnung entsprechend
abnimmt (Freese et al. 2001).
Bei den zweiphasigen α+β-Legierungen wird die von der Luft-
fahrtindustrie übernommene Legierung TiAl6V4 am häufigsten
für Implantatanwendungen eingesetzt. Die seit den 1980-er Jahren
laufenden Bestrebungen, das potentiell zytotoxische Element V zu
ersetzen, führten zur Entwicklung von vanadiumfreien Legierun-
gen, wie z. B. TiAl6Nb7, deren atomare Zusammensetzung und
mechanische Eigenschaften vergleichbar mit TiAl6V4 sind. Die
β- und β-nahen Legierungen ermöglichen wegen ihres geringen
E-Moduls eine Verbesserung der Struktur-Biokompatibilität von
Implantaten.
2.1.2 Physikalisch-chemische Oberflächeneigenschaften
Luftpassivschichten
Titan ist ein Element der 4. Gruppe im Periodensystem (Titan-
gruppe) mit der Elektronenkonfiguration [Ar] 3d2 4s2 und weist
eine hohe Affinität zu Sauerstoff, Stickstoff und Kohlenstoff auf.
Unter atmosphärischen Bedingungen bilden sich auf Titanbasisle-
gierungen spontan Passivschichten, deren Dicke in Abhängigkeit
von der Vorbehandlung 2 – 8nm beträgt (Lausmaa et al. 1990a,
Hanawa & Ota 1991, Keller et al. 1994, Kilpadi et al. 1998). Un-
tersuchungen mit oberflächensensitiven Verfahren wie XPS oder
Augerelektronenspektroskopie (AES) zeigen, dass diese hauptsäch-
lich aus TiO2 bestehen (Lausmaa et al. 1988, Kilpadi et al. 1998).
Dem physikalisch-chemischen Verhalten nach (vgl. Ausführungen
zur anodischen Polarisation im folgenden Unterabschnitt) handelt
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Legierung Zusammensetzung in Masse-%
(ohne Ti)
c.p.−Ti a
Güte 1 O 60,18, Fe 60,20, N 60,03,
C 60,10, H 60,015
Güte 2 O 60,25, Fe 60,30, N 60,03,
C und H analog Güte 1
Güte 3 O 60,35, Fe 60,30, N 60,05,
C und H analog Güte 1
Güte 4 O 60,40, Fe 60,50, N 60,05%,
C und H analog Güte 1
α+β−Legierungen
TiAl6V4 b Al 5,5 – 6,75, V 3,5 – 4,5,
O 60,2, Fe 60,3, N 60,05,
C 60,08, H 60,015
TiAl6Nb7 c Al 5,5 – 6,5, Nb 6,5 – 7,5,
O 60,2, Fe 60,3, N 60,05,
C 60,08, H 60,015
β− und β−nahe Legierungen
TiMo15 d Mo 15,56, O 0,125, Fe 0,01,
N 0,007, C 0,01, H 0,0015
TiMo12Zr6Fe2 e Mo 12, Zr 6, Fe 2, O, N, C und
H analog TiAl6V4
TiNb13Zr13 e Nb 13, Zr 13, O, N, C und H
analog TiAl6V4
a ISO 5832−2, b DIN 5821−3 c ISO 5832−11,
d Zardiackas et al. (1996) e Breme et al. (1998)
Tabelle 2.1: Zusammensetzung ausgewählter Titanbasislegie-
rungen.
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es sich jedoch um ein fehlgeordnetes Oxid mit der allgemeinen
Strukturformel TiO2-x, dass n-halbleitende Eigenschaften aufweist.
Neben TiO2 wird bei der Legierung TiAl6V4 Aluminium in Form
von Al2O3 in der gesamten Passivschicht nachgewiesen, Vanadi-
um tritt jedoch nicht direkt an der Oberfläche auf. Im Gegensatz
dazu wird bei der Legierung TiAl6Nb7 auch Niob direkt an der
Oberfläche der Passivschicht nachgewiesen (Textor et al. 2001,
Scharnweber 2002).
Für die drei kristallinen Modifikationen von TiO2 Anatas, Rutil
(beide tetragonal) und Brookit (rhomboedrisch) beträgt die Band-
lücke in Abhängigkeit von der Struktur 3,0 – 3,7 eV (Cox 1995,
Nogami et al. 1996, Piazza et al. 1997). Zhang et al. (2007) ermittel-
ten für auf Glassubstraten abgeschiedene amorphe TiO2-Schichten
eine Bandlücke von 3,3 eV. Für die ebenfalls amorphen, spontan
auf Titanbasiswerkstoffen gebildeten Passivschichten sind damit
ähnliche Werte zu erwarten.
Innerhalb des Oxids werden das Valenzband durch die 2p-
Orbitale des Sauerstoffs und das Leitungsband durch die 3d-
Orbitale des Titans gebildet. Punktdefekte in Form von Sauer-
stoffleerstellen führen demnach zur Bildung lokaler Defektzustän-
de innerhalb der Bandlücke, die als Donatoren wirken (Göpel et
al. 1984, Diebold 2003, Kunze et al. 2005).
Scharnweber et al. (2002) bestimmten impedanzspektrosko-
pisch Defektdichten verschiedener Titanwerkstoffe in Phosphat-
puffer der Konzentrationen 0,133mol l−1 und 0,0133mol l−1 bei
pH−Werten von 4,4 – 9,2. Unter allen Bedingungen wurden für
c.p.−Ti und TiAl6V4 vergleichbare Werte von ca. 1,5× 1020 cm−3,
für TiAl6Nb7 jedoch um 50% niedrigere Defektdichten ermittelt.
In derselben Arbeit wurden Flachbandpotentiale als weitere
wichtige elektrochemische Kenngröße zur Beschreibung der Luft-
passivschichten von Titanwerkstoffen in Kontakt mit Elektrolyt-
lösungen aus den Messungen abgeleitet. Als Flachbandpotential
wird das Potential bezeichnet, bei dem die Fermi−Energie der
Oberfläche und das Redoxpotential des Elektrolyten auf glei-
chem Niveau liegen bzw. keine Bandverbiegung auftritt. Für n-
Halbleiter wird bei Potentialen positiv vom Flachbandpotential
eine Verarmungsschicht an der Oberfläche ausgebildet. Bei im
Verhältnis zum Flachbandpotential negativen Redoxpotentialen
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steigt die Wahrscheinlichkeit, dass Elektronen in das Leitungs-
band injiziert werden. Nach Scharnweber et al. (2002) betragen
in 0,133mol l−1 Phosphatpuffer bei pH 7,4 die Flachbandpoten-
tiale für Luftpassivschichten auf c.p.−Ti, TiAl6Nb7 und TiAl6V4
−44± 21mV, 165± 24mV bzw. 296± 12mV. Wenn man berück-
sichtigt, dass das Redoxpotential in vivo > 400mV beträgt (Ron-
delli & Vicentini 1999, Velten et al. 2002), lässt sich ableiten, dass
unter diesen Bedingungen die Wahrscheinlichkeit für Elektronen-
transferprozesse im Vergleich dieser drei Werkstoffe bei TiAl6V4
am größten und bei c.p.−Ti am kleinsten ist.
In verschiedenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass
das Ausmaß der Elektronenleitfähigkeit von Passivschichten auf
Titanwerkstoffen sowohl durch die Kornorientierung als auch
durch die Legierungszusammensetzung des Substrats beeinflusst
werden (Fushimi et al. 2000, Pust et al. 2007a, 2007b).
Als weitere Folge der Halbleitereigenschaften von Oxidschich-
ten auf Titanwerkstoffen können auch durch elektromagnetische
Bestrahlung mit ausreichender Energie Elektronen in das Leitungs-
band injiziert werden. Die Oxidschichten erweisen sich somit bei
Wellenlängen < 400nm als photoaktiv (Goossens 1996, Ohtsuka &
Otsuki 1999, Beranek & Kisch 2007).
Die Oberfläche der Passivschichten wird in der Literatur als
zumindest partiell hydroxyliert beschrieben (Simmons & Beard
1987, Pinzari et al. 2000, Lu et al. 2008). McCafferty & Wight-
man (1998) bestimmten für Luftpassivschichten auf c.p.−Ti aus
XPS-Daten in Abhängigkeit von der Vorbehandlung Oberflächen-
konzentrationen der Hydroxylgruppen von 9,2 – 12,6nm−2. Nach
den für kristalline Oberflächen entwickelten Modellen von Boehm
und Mitarbeitern (Boehm & Herrmann 1967, Herrmann & Boehm
1969, Flaig-Baumann et al. 1970, Herrmann et al. 1970) sowie Hiem-
stra & Riemsdijk (1996) wird die Titandioxidoberfläche durch
doppelt und einfach koordinierte OH-Gruppen (Boehm und Mit-
arbeiter) bzw. die Oberflächenkomplexe Ti2O(H) und TiOH(H)
(Hiemstra und van Riemsdijk) gebildet, wobei Protonen durch
Kationen und Hydroxylionen durch Anionen ausgetauscht wer-
den können. Aus diesen Modellen kann für die Passivschichten
ein amphoterer Charakter abgeleitet werden. Das bedeutet, dass
sich die Ladungsverhältnisse an der Oberfläche in Abhängigkeit
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von pH-Wert und Konzentration des Elektrolyten ändern. Der
pH-Wert, bei dem sich die Oberfläche elektrisch neutral verhält,
wird als isoelektrischer Punkt (IEP) bezeichnet. Der IEP steht in
Beziehung zum Flachbandpotential, da letzteres ebenfalls den
Zustand der Ladungsneutralität für eine Halbleiteroberfläche im
Kontakt mit einem Elektrolyten bei einem bestimmten pH-Wert
und Ruhepotential beschreibt.
Für Luftpassivschichten auf c.p.−Ti und TiAl6V4 sowie anodi-
sche Oxidschichten auf TiAl6V4 ermittelten Rößler et al. (2002)
aus strömungskinetischen Untersuchungen vergleichbare IEP von
4,5± 0,1 für c.p.−Ti und 4,3± 0,1 für TiAl6V4. Bei pH < IEP ist die
Oberfläche positiv geladen und bei pH > IEP negativ.
Aufgrund der Hydroxylierung der Oberfläche wäre ein hydro-
philes Verhalten der Passivschichten zu erwarten. Im Gegensatz
dazu deuten die in einer Vielzahl von Untersuchungen ermittelten
Kontaktwinkel von bis zu 80° auf hydrophobe Eigenschaften hin
(Barber et al. 2003, Philippin et al. 2003, Bren et al. 2004, Wolf-
Brandstetter 2004, Rößler 2005, Clair et al. 2008, Mani et al. 2008,
Hori et al. 2009). Diese experimentellen Befunde können auf die
mittels XPS nachweisbare Kontamination mit Kohlenwasserstoffen
zurückgeführt werden, die sich spontan bei Luftkontakt bildet. Bei
Oberflächenzuständen mit einer geringen Kohlenwasserstoffbele-
gung, wie z. B. die SLAactive-Oberfläche1 bei Zahnimplantaten
des Instituts Straumann AG (Rupp et al. 2006, Schwarz et al. 2009)
oder Oberflächen nach UV-Bestrahlung (Takeuchi et al. 2005, Aita
et al. 2009), weisen auch entsprechend kleinere Kontaktwinkel bis
hin zur Superhydrophilie auf.
Anodische Oxidschichten
Durch anodische Polarisation können die spontan gebildeten Luft-
passivschichten verdickt werden. Der Zusammensetzung nach
entsprechen sie ebenfalls einem sauerstoffdefizitären TiO2-x. Bei
den Titanlegierungen ist der Einbau der Legierungselemente in
die Oxidschicht von den Legierungselementen selbst und den
Prozessparametern abhängig. Aluminium wird z. B. bei der Legie-
1 Die sandgestrahlten Implantate werden nach einer Ätzbehandlung unter Schutzgas
(N2) in physiologische NaCl-Lösung überführt und unter Luftausschluss gelagert.
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rung TiAl6V4 generell relativ nahe zur Grenzfläche Oxid/Elek-
trolyt detektiert, während V erst in größerer Tiefe nachweisbar
ist (Rößler 2005). Bei der Legierung TiAl6Nb7 wird Niob ana-
log zur Luftpassivschicht generell in der gesamten Oxidschicht
nachgewiesen (Scharnweber 2002).
Entsprechend der im vorherigen Unterabschnitt dargestellten
physikalisch−chemischen Eigenschaften der Luftpassivschichten
muss davon ausgegangen werden, dass sich bei anodischer Polari-
sation die Gesamtstromdichte (iges) aus den Teilbeträgen für die
Schichtbildung (iS), die Metallauflösung (iA) und die auf Elektro-
nenübergängen beruhenden Prozesse (ie−) zusammensetzt:
iges = iS + iA + ie− (2.1)
Der prozentuale Anteil der Teilstromdichten an der Gesamt-
stromdichte wird als die jeweilige Faraday-Effektivität bezeich-
net. Sie ist im wesentlichen von den Polarisationsbedingungen
(potential- oder stromdichtegesteuerte Polarisation, Polarisations-
dauer), dem Elektrolyten, der Defektdichte der Passivschicht und
der Zusammensetzung der Oberfläche abhängig.
Zur Beschreibung des Wachstums anodischer Oxidschichten
auf Titanwerkstoffen eignet sich die Hochfeldtheorie (HFM). Nach
dieser erfolgt der Ladungstransport innerhalb des n-Halbleiters
durch Migration der Ionen über Zwischengitterplätze und Leer-
stellen im elektrischen Feld. Aufgrund der für die Platzwech-
selvorgänge notwendigen Aktivierungsenergie ergibt sich der in
Gleichung 2.2 beschriebene exponentielle Zusammenhang zwi-
schen der zur Schichtbildung aufgewendeten Stromdichte is und
der elektrischen Feldstärke E.
is = i0 e
BE mit B =
zaF
RT
(2.2)
mit
i0 ionische Selbstdiffusionsstromdichte
z Ionenvalenz
a Aktivierungsentfernung für migrierendes Ion
F Faraday-Konstante
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R allgemeine Gaskonstante
T absolute Temperatur
Unter der Annahme, dass sich die Oxidschicht wie ein kapaziti-
ver Widerstand verhält, gilt für die Abhängigkeit der elektrischen
Feldstärke vom Formierungspotential U und der Schichtdicke d:
E =
U
d
(2.3)
Durch Einsetzen von Gleichung 2.3 in Gleichung 2.2 erhält man:
d =
BU
ln (iS/i0)
(2.4)
Aus Gleichung 2.4 lässt sich ableiten, dass bei konstanter Strom-
dichte eine lineare Abhängigkeit zwischen Schichtdicke und For-
mierungspotential besteht, die Schichtdicke bei gleichem Formie-
rungspotential mit steigender Stromdichte abnimmt und demzu-
folge die elektrische Feldstärke über der Schicht mit steigender
Stromdichte zunimmt (Khalil & Leach 1986).
Für die Abhängigkeit der Schichtdicke vom Formierungspo-
tential werden in der Literatur Werte zwischen 1,4 – 2,3nm V−1
angegeben (Aladjem 1973, Ohtsuka et al. 1985, Khalil & Leach 1986,
Lausmaa et al. 1988, Lausmaa et al. 1990b, Shibata & Zhu 1995,
Ohtsuka & Nomura 1997). Die meisten dieser Arbeiten wurden
in saurem Elektrolyt durchgeführt. Eigene Untersuchungen (Beut-
ner 1998) an c.p.−Ti in Phosphatpuffer bei pH 7,4 ergaben für eine
Stromdichte von 1,3mA cm−2 und Potentiale < 10VSCE einen Wert
von 2,5nm V−1. Durch Rößler (2005) wurden an der Legierung
TiAl6V4 unter gleichen Formierungsbedingungen 2,3nm V−1 und
1,9nm V−1 für eine Stromdichte von 6,4mA cm−2 bzw. potentio-
statische (ps) Polarisation bestimmt. Prinzipiell sind bei gleichen
elektrochemischen Parametern bei neutralen pH-Werten höhere
Schichtdicken als in sauren Elektrolyten zu erwarten, da Titan bei
neutralem pH-Wert kaum löslich ist, in stark sauren Elektrolyten
jedoch in Form von Titanyl-Ionen eine relativ hohe Löslichkeit
von 10−2 mol l−1 aufweist (Nikolski & Rudat 1959).
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Aus dem HFM ergibt sich, dass die Oxidschichten bei anodi-
scher Polarisation an den beiden Grenzflächen Metall/Oxid und
Oxid/Elektrolyt wachsen. Das Ausmaß des Wachstums in beiden
Richtungen ist abhängig von den Überführungszahlen der Ka-
tionen und Anionen. Khalil & Leach (1986) verwendeten in die
Passivschichten implantiertes 222Rn als immobilen Marker und
bestimmten für Reintitan (99,8Masse-%) bei galvanostatischer (gs)
Polarisation mit 6 bzw. 50mA cm−2 in Boratlösung (pH 7,8) Über-
führungszahlen der Ti4+−Ionen von 0,35± 0,04 und 0,39± 0,04.
Bei eigenen Untersuchungen (Beutner 1998) zur Bildung anodi-
scher Oxidschichten auf c.p.−Ti in Phosphatpuffer (pH 7,4) wurde
bei gs Polarisation mit 1,3mA cm−2 bis zu Formierungspoten-
tialen von 6 10VSCE anhand der Einbautiefe von Phosphat aus
dem Elektrolyten eine Überführungszahl von 6 0,5 für Ti4+−Ionen
abgeschätzt. Rößler (2005) gelangte auf der Grundlage vergleich-
barer Messungen an der Legierung TiAl6V4 zu einem Schätzwert
von 0,5 für die Überführungszahl der Titankationen bei Formie-
rungspotentialen 6 10VSCE.
Infolge des Wachstums der Schichten an den beiden Grenzflä-
chen muss generell von einem Zweischichtsystem, bestehend aus
einer inneren Sperrschicht und einer äußeren, porösen Schicht,
ausgegangen werden. Während die integralen Eigenschaften wie
Wachstumsparameter, Kristallinität und Zusammensetzung der
Oxidschichten gut untersucht sind (Aladjem 1973, Kunze et al.
2005, Vanhumbeeck & Proost 2009), werden der Zweischichtcha-
rakter und die Vorgänge, die zur Bildung der Oxidschicht an der
Grenzfläche Oxid/Elektrolyt führen seltener thematisiert (Pan
1996, Müller 2002, Rosca et al. 2005). Gerade diese sind jedoch für
das in dieser Arbeit untersuchte Immobilisierungssystem von ent-
scheidender Bedeutung und sollen nachfolgend näher betrachtet
werden.
Die an der Phasengrenze Oxid/Elektrolyt ablaufenden Reak-
tionen können formal mit den folgenden Reaktionsgleichungen
beschrieben werden.
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Durch Hydrolyse von Wasser entstehen Sauerstoffionen, die
durch die vorhandene Passivschicht migrieren und an der Grenz-
fläche Metall/Oxid zur Verdickung der Sperrschicht führen.
3H2O O
2− + 2H3O
+ (2.5)
Die Schichtbildung an der Grenzfläche Oxid/Elektrolyt läuft
über Hydrolyseprozesse der Titanionen entsprechend der Glei-
chungen 2.6 und 2.7 ab. Anschließend erfolgt eine zumindest
teilweise Dehydratisierung zu einer hydroxylhaltigen Titanoxid-
schicht (Gleichung 2.8).
Ti4+ + 3H2O TiO
2+ + 2H3O
+ mit (n−0 · · · 1) (2.6)
TiO2+ + 4H2O TiO(OH)2 + 2H3O
+ (2.7)
TiO(OH)2 TiO2−n(OH)2n + (1−n)H2O (2.8)
Wegen der hohen Defektdichten der Luftpassivschichten (vgl.
Seite 11) sind auch Elektronentransferprozesse durch die Oxid-
schicht zu erwarten, die gemäß Gleichung 2.9 zur Sauerstoffent-
wicklung führen. Dabei muss mit der Bildung von Sauerstoffradi-
kalen (O·) als Zwischenprodukt gerechnet werden.
6H2O 4H3O
+ + 2 e− + 2O· O2 ↑ (2.9)
Die Faradayeffektivität für Oxidbildung ist generell höher bei
hohen Schichtbildungsraten, d. h. für hohe Stromdichten bei gal-
vanostatischer (gs) Polarisation bzw. hohen Scanraten bei potentio-
dynamischer (pd) Polarisation (Dyer & Leach 1978, Delplancke &
Winand 1988b, Blackwood & Peter 1989). Gleichzeitig werden für
die bei höheren Bildungsraten formierten Schichten auch höhere
Dielektrizitätskonstanten und geringere Defektdichten beobachtet
(Ohtsuka & Otsuki 1998, Scharnweber et al. 2002).
Durch die Generierung von Hydronium-Ionen entsprechend
der Gleichungen 2.5 – 2.7 und 2.9 erfolgt oberflächennah eine deut-
liche Absenkung des pH-Werts, die experimentell durch Worch &
Scharnweber (1998) nachgewiesen werden konnte. Infolgedessen
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muss während der anodischen Polarisation oberflächennah mit
einer erhöhten Löslichkeit von Titanyl-Ionen gerechnet werden.
Für die Ausbildung der charakteristischen Morphologie der an
der Grenzfläche Oxid/Elektrolyt gebildeten äußeren Oxidschicht
wurde von Rößler (2005) sowie Scharnweber (2002) das in den
Abbildungen 2.1−2.3 dargestellte Modell entwickelt. Nach diesem
erfolgt die Verdickung der Oxidschicht an der Phasengrenze Oxi-
d/Elektrolyt prinzipiell über die Ausbildung halbkugelförmiger
Profile von Hydrolyseprodukten nach Durchtritt der Titanionen
an punktförmigen Schwachstellen der Passivschicht, die beide
Autoren mit Stellen erhöhter Elektronenleitfähigkeit in Zusam-
menhang brachten. Deutliche Unterschiede bestehen jedoch in
der Art und Weise des Schichtwachstums in Abhängigkeit von
der Prozessführung (ps oder gs).
potentiostatischer sprung Bei ps Polarisation (Abbildung 2.1)
ist bedingt durch das starke elektrische Feld die initiale Stromdich-
te sehr hoch, sinkt aber mit steigender Polarisationsdauer schnell.
Die hohe Anfangsstromdichte führt zur Aktivierung einer großen
Anzahl der Schwachstellen der Passivschicht. Die durchtretenden
Titanionen werden entsprechend der Gleichungen 2.6 und 2.7
hydrolysiert.
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Abbildung 2.1: Modell der anodischen Oxid-
schichtbildung beim ps Sprung nach Rößler
(2005) und Scharnweber (2002).
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Die damit einhergehende oberflächennahe Absenkung des pH-
Werts und die Ausbildung eines pH-Gradienten in Richtung
Bulk-Elektrolyt verhindert die Ausfällung der Hydrolyseprodukte
an der ursprünglichen Grenzfläche Passivschicht/Elektrolyt. Es
kommt zur Überlagerung von pH-Gradient und des sich ausbil-
denden Konzentrationsprofils migrierender Hydrolyseprodukte.
Letztere werden dann in dem Abstand zur originalen Grenzfläche
Passivschicht/Elektrolyt ausgefällt, bei dem das Löslichkeitspro-
dukt der Hydrolyseprodukte überschritten wird. Es bildet sich
die in Abbildung 2.1 dargestellte stark wasserhaltige, permeable
Hydrolysatmembran aus sich durchdringenden Halbkugeln.
Durch diese Membran ablaufende Austauschprozesse führen
zur Anhebung des pH-Werts im umschlossenen Elektrolytvolu-
men und infolgedessen zur bevorzugten Ausfällung der Hydro-
lyseprodukte an den inneren Oberflächen. Dadurch verdichtet
sich die Membran und Austauschprozesse werden zunehmend
erschwert.
Die parallel zur Oxidbildung ablaufende Sauerstoffentwicklung
führt im potentiostatischen Fall nach Scharnweber (2002) nicht zur
Ausbildung von Gasblasen, wobei Rößler (2005) eine Beteiligung
des gebildeten molekularen Sauerstoffs bei der Formierung der
Strukturen des an der Grenzfläche Oxid/Elektrolyt gebildeten
Oxids nicht ausschließt.
galvanostatische polarisation mit hoher stromdich-
te Bei gs Polarisation mit hohen Stromdichten (Abbildung 2.2)
steigt das Potential mit der umgesetzten Ladungsmenge an, wo-
bei der Anstieg der Kurven von der Stromdichte, dem Werkstoff
und der Oberflächenpräparation abhängig ist. Dabei entsteht ana-
log zur ps Polarisation in einem bestimmten Abstand von der
ursprünglichen Grenzfläche Passivschicht / Elektrolyt die permea-
ble Hydrolysatmembran der sich durchdringenden Halbkugeln.
Durch die geringere Anzahl der Durchbruchstellen sind bei gs
Polarisation die Durchmesser der Halbkugeln größer und die
pH-Absenkung geringer. Damit erfolgt die Ausfällung der Hydro-
lyseprodukte näher an der ursprünglichen Grenzfläche.
Die im weiteren Verlauf in das Hydrolysat einströmenden Titan-
ionen reagieren mit den eingeschlossenen Elektrolytbestandteilen
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Abbildung 2.2: Modell der anodischen Oxid-
schichtbildung bei gs Polarisation mit hohen
Stromdichten (Rößler (2005) und Scharnwe-
ber (2002)).
entsprechend der Gleichungen 2.6 – 2.7. Das führt in dem begrenz-
ten Volumen zu einer sehr starken pH-Absenkung und damit
zu einer Erhöhung der Löslichkeit für Titanionen. Infolgedessen
können Auflösungsvorgänge an der Hydrolysatmembran stattfin-
den. Zusammen mit parallel ablaufenden osmotischen Prozessen
und der Sauerstoffentwicklung führen diese zum lokalen Aufbre-
chen der Hydrolysatmembran an (punktförmigen) Schwachstellen.
Durch das Ausströmen des sauren, Titanionen-haltigen Elektrolyts
bilden sich wiederum ein halbkugelförmiges Konzentrationsprofil
und nachfolgend eine neue permeable Hydrolysatmembran in
einigem Abstand von der vorherigen Membran aus.
Diese Prozesse können sich mehrfach wiederholen, so dass eine
sehr poröse, elektrolythaltige Schicht solcher übereinandergelager-
ter Strukturen entsteht. Wird die Polarisation bei Ladungsdichten
fortgeführt, bei denen der Anstieg der Polarisationskurven fla-
cher wird, führt die dann verstärkte Sauerstoffentwicklung zur
Ausbildung von Blasen.
galvanostatische polarisation mit niedriger strom-
dichte Bei gs Polarisation mit niedrigen Stromdichten (Abbil-
dung 2.3) verlaufen die Potential-Zeit-Kurven generell flacher
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Abbildung 2.3: Modell der anodischen Oxid-
schichtbildung bei gs Polarisation mit nied-
rigen Stromdichten (Rößler (2005) und
Scharnweber (2002)).
als bei hohen Stromdichten, was gleichbedeutend mit einer ge-
ringeren Faradayeffektivität der Schichtbildung ist. Außerdem
bestimmen die individuellen Eigenschaften der Probenoberfläche
bei sonst gleichen Formierungsbedingungen den Verlauf der Kur-
ven stärker als bei hohen Stromdichten oder ps Polarisation. In
Abhängigkeit von Werkstoff und Präparation wird bei niedrigen
Stromdichten ein Potentialplateau erreicht.
Im Vergleich zum Ablauf bei hohen Stromdichten verringert
sich die Anzahl der Durchtrittsstellen für Titanionen weiter und
damit steigt der Durchmesser der halbkugelförmigen Konzentra-
tionsprofile weiter an. Bei hinreichend kleiner Stromdichte erfolgt
die Ausfällung des Hydroxylats direkt an der ursprünglichen
Grenzfläche Passivschicht/Elektrolyt zu kompakten, halbkugel-
förmigen aber wasserhaltigen Niederschlägen (Abbildung 2.3).
Ein Teil der in diese äußere Schicht übertretenden Titanionen
wird bereits nahe der ursprünglichen Grenzfläche Passivschicht/
Elektrolyt hydrolysiert, wodurch der Anteil des freien Wassers von
der Innenseite her gesenkt wird. Ein weiterer Teil der Titanionen
bildet nahe der (aktuellen) Phasengrenze Oxid/Elektrolyt eine
neue, stark wasserhaltige Hydroxylatschicht aus.
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einbau von elektrolytbestandteilen Während der For-
mierung der Oxidschichten werden Bestandteile des Elektrolyten
entweder durch Einschluss bei der Bildung der permeablen Hy-
drolysatmembran oder durch spätere Eindiffusion eingebaut. Für
Phosphat ist dieser Effekt bei Polarisation in Phosphorsäure (Laus-
maa et al. 1990b, Müller 2002, Jaeggi et al. 2006) oder neutralem
Phosphatpuffer (Beutner 1998, Rößler 2005) sehr ausgeprägt. Dem-
gegenüber wird z. B. Sulfat bei Polarisation in Schwefelsäure nur
zu geringen Anteilen bis gar nicht eingebaut (Lausmaa et al. 1990b,
Delplancke & Winand 1988a, Müller 2002).
2.2 strategien zur biochemischen modifizierung von
titanoberflächen
2.2.1 Wechselwirkungen zwischen Implantat und Umgebungsgewebe
Beim Einbringen eines Implantats in ein biologisches System wird
dessen Oberfläche innerhalb von Sekunden mit Wasser und Ionen
belegt, gefolgt von der unspezifischen Adsorption von Plasma-
proteinen. Dabei adsorbieren zunächst kleinere, mobilere Prote-
ine, die im weiteren zeitlichen Verlauf durch größere verdrängt
werden. Dieser Mechanismus wird als Vroman-Effekt bezeichnet
(Vroman 1962).
Treten Proteine direkt in Wechselwirkung mit Oberflächen muss
in Abhängigkeit von der Zusammensetzung der Oberfläche, den
energetischen und Ladungsverhältnissen sowie dem Ausmaß an
Elektronentransferprozessen mit einer zumindest teilweisen De-
naturierung der adsorbierten Proteine gerechnet werden, die zu-
dem auch nach Desorption irreversibel sein kann (Thull 1998,
Ratner 2001, Yongli et al. 1999). Erste Zellen (Neutrophile und
Makrophagen) adherieren an dieser Proteinadsorptionsschicht
und beginnen ihrerseits mit deren Umbau und dem Aufbau neu-
er EZM, allerdings beeinflusst durch Signale, die von mehr oder
weniger denaturiert vorliegenden Proteinen ausgehen. Langfristig
können die Dicke der Oxidschicht zunehmen und Elemente wie
Kalzium, Phosphor und Schwefel in diese eingebaut werden (Es-
posito et al. 1999). Unter diesen Voraussetzungen müssen durch
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die Modifizierung der Implantatoberfläche drei Aufgaben erfüllt
werden:
1. Verhindern, dass Proteine unspezifisch und in denaturierter
Form adsorbieren,
2. Rekrutierung gewebstypischer Zellen,
3. Aussendung biochemischer Signale, um native Heilungs-
mechanismen zu induzieren.
Zu deren Lösung werden in der gegenwärtigen Biomaterialfor-
schung eine Vielzahl an Substanzen und Immobilisierungsverfah-
ren untersucht. Ein vollständiger Überblick würde den Rahmen
dieser Arbeit sprengen, zumal bereits eine Reihe von Übersichtsar-
tikeln zu diesen Themen existieren (Waddington & Embery 2001,
Morra 2006, Le Guehennec et al. 2007, Kim et al. 2008, Schliephake
& Scharnweber 2008, Trombelli & Farina 2008, Junker et al. 2009,
Wikesjö et al. 2009, Beutner et al. 2010). In den nächsten beiden
Unterabschnitten 2.2.2 und 2.2.3 sollen deshalb an einigen Beispie-
len Fortschritte aber auch bestehende Grenzen aufgezeigt werden,
wobei der Schwerpunkt wiederum bei Titanwerkstoffen für die
Anwendung im Knochenkontakt liegt.
2.2.2 Substanzen für die Immobilisierung an Titanoberflächen
Die unspezifische Adsorption von Proteinen kann verhindert wer-
den (Aufgabe 1), indem die Oberfläche mit inerten Molekülen, wie
z. B. Polyethylenglykol (PEG), beschichtet wird, die die Adsorp-
tionsstellen für Proteine blockieren (Dalsin et al. 2005, Zoulalian
et al. 2006, Wach et al. 2008). Gleichzeitig kann durch solch eine
Beschichtung die Besiedlung von Oberflächen mit klinisch relevan-
ten Bakterien reduziert werden (Maddikeri et al. 2008, Khoo et al.
2009). Allerdings wird auch die Adhäsion anderer Zelltypen ein-
geschränkt, was für Implantate im Knochenkontakt unerwünscht
und demzufolge als alleinige Lösung nicht praktikabel ist. Des-
halb wird PEG meist in Kombination mit adhäsions-stimulierenden
Peptiden eingesetzt und erfüllt damit in einem Beschichtungssys-
tem nur eine spezifische Teilaufgabe (Tosatti et al. 2003, Groll et al.
2005, Schuler 2006, Oya et al. 2009).
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Für die Erzeugung bioaktiver Oberflächen (Aufgaben 2 und 3)
ist es erforderlich, Substanzen des nativen Gewebes oder davon ab-
geleitete Moleküle einzubeziehen. Prinzipiell werden dabei zwei
Strategien verfolgt. Zum einen kann versucht werden, die native
Mikroumgebung der Zellen durch Immobilisierung von Haupt-
komponenten der EZM bis zu einem gewissen Grad nachzubilden.
Beim zweiten Ansatz sollen durch Immobilisierung von kleinen
Peptiden oder von ihnen abgeleitete Substanzen (Peptidomimeti-
ka), die bestimmte Schlüsselsequenzen enthalten, körpereigene
Zellen angezogen werden, die dann ihre eigene Matrix produ-
zieren. Im Gegensatz zur Ausgangssituation mit unspezifisch
adsorbierten Proteinen sollen die Peptide ihre aktive Sequenz
in nativer Konformation präsentieren. Auf beide Ansätze soll
nachfolgend an den Beispielen RGD-Peptide und kollagenbasierte
Beschichtungen eingegangen werden.
Beschichtung mit RGD-Peptiden
Die Aminosäuresequenz Arginin−Glycin−Asparaginsäure (RGD)2
wurde durch Pierschbacher & Ruoslahti (1984) als Mediator für
die Adhäsion von Zellen an die EZM identifiziert. Die AmS-Sequenz
ist in einer Reihe von EZM-Proteinen wie z. B. Fibronektin oder
Vitronektin enthalten und wirkt als Antagonist für Integrinre-
zeptoren. Integrine sind Oberflächenrezeptoren von Zellen, die
aus zwei nicht kovalent miteinander verbundenen, transmem-
branen Untereinheiten (α und β) bestehen. Es sind 8 β- und 18
α-Untereinheiten bekannt, die von verschiedenen Zelltypen in
bestimmten Kombinationen exprimiert werden, von denen eine
Reihe an die RGD-Sequenz bindet.
Bei der Nutzung von RGD-Peptiden als Adhäsionsmoleküle
ist eine Selektion bestimmter Zellen über die Wechselwirkung
spezifischer Integrine erwünscht. Das kann bei linearen Peptiden
über die vierte, der Sequenz benachbarte AmS und bei zyklischen
Peptiden über die Konformation des Peptids erreicht werden
(Haubner et al. 1996).
2 Eine Zusammenstellung der Abkürzungen für die 20 in Proteinen vorkommenden
Aminosäuren befindet sich in Anhang A.
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Auch die Einbeziehung weiterer AmS-Sequenzen kann sich als
notwendig erweisen. Aota et al. konnten nachweisen, dass an
der Bindung von α5β1−Integrinen an Fibronektin neben der
RGD−Sequenz auch eine benachbarte Sequenz PHSRN beteiligt
ist. Nach Danen et al. (1995) sowie Garcia et al. (2002) sind die
Synergieeffekte beider Sequenzen vom Aktivierungszustand des
Integrins abhängig.
Das Potential von RGD-Peptiden konnte durch eine Reihe von in
vitro-Studien gezeigt werden. De Giglio et al. (2000) beobachteten
eine Zunahme der Adhäsion von Rattencalvaria-Osteoblasten in
Abhängigkeit von der Konzentration eines linearen Peptids mit
der Sequenz CGRGDSPL in der Beschichtungslösung. Huang et
al. (2003) sowie Zreiqat et al. (2003) fanden Hinweise darauf, dass
an Oberflächen immobilisierte RGD-Peptide auch die Zelldifferen-
zierung beeinflussen.
Die Ergebnisse von in vivo-Untersuchungen sind deutlich diffe-
renzierter. So fanden beispielsweise Ferris et al. (1999) im Ratten-
modell und Kroese-Deutman et al. (2005) im Hasenmodell Hin-
weise für eine verstärkte Knochenneubildung im Vergleich zu un-
beschichteten Referenzzuständen innerhalb von bis zu 4Wochen
Implantationsdauer. In der ersten Studie wurde ein lineares Peptid
mit der Sequenz RGDC über einen Thiolanker an Au-beschichtete
Titandrähte gebunden und in den Femur implantiert. Die Auto-
ren beobachteten nach 2 und 4Wochen Implantationsdauer die
Ausbildung einer signifkant dickeren Knochenmanschette um
beschichtete Implantate im Vergleich zu unbeschichteten Kontroll-
implantaten.
In der zweiten Arbeit (Kroese-Deutman et al. 2005) wurde das-
selbe Peptid mit zyklischer Sequenz c-(RGDfK) und Phospho-
natanker, das auch für die eigenen Arbeiten verwendet wurde,
an Titannetzen adsorbiert und in Schädeldefekte von Hasen für
Liegezeiten von 2, 4 und 8Wochen implantiert. Nach 4Wochen
waren sowohl die Menge neu gebildeten Knochens in der Implan-
tatumgebung als auch der Anteil eingewachsenen Knochens für
peptidbeschichtete Netze signifikant größer als für unbeschichtete
Netze. Nach 8Wochen traf das noch für den Anteil eingewachse-
nen Knochens zu. Kontrolldefekte ohne Implantat schlossen sich
im gesamten Zeitraum des Versuchs nicht.
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Durch Schliephake und Mitarbeiter wurden zwei Folgestudien
im Hundemodell (Kiefer) durchgeführt, ebenfalls unter Verwen-
dung der c-(RGDfK)-Sequenz. Allerdings erfolgte die Immobili-
sierung des Peptids kovalent mittels Thiolanker an zuvor adsor-
biertem, fibrillärem Kollagen. Die Einheildauer betrug in beiden
Experimenten 1 und 3Monate. In der ersten Studie (Schliephake
et al. 2002) wurden Implantate mit quadratischem Querschnitt
in runde Bohrungen in Presspassung als „worst-case“-Szenario
eingebracht. Die Knochenneubildung wurde durch sequenzielle
Gabe von Fluorophoren zwischen 20% und 80% der Liegedau-
er im zeitlichen Verlauf untersucht. Diese Studie ist damit vom
experimentellen Ansatz her vergleichbar mit dem in Unterab-
schnitt 4.1.5 vorgestellten Experiment im Minischwein. Nach einer
Einheildauer von einem Monat waren keine signifikanten Unter-
schiede im anteiligen Knochen-Implantatkontakt (BIC) zwischen
den Zuständen feststellbar. Nach 3Monaten Einheildauer erreich-
ten zwar die RGD-beschichteten Implantate die höchsten Werte im
BIC, aufgrund der hohen Standardabweichungen in allen Gruppen
ist dieses Ergebnis aber statistisch nicht signifikant. Die große
Streuung der Messwerte wurde einerseits auf das Defektmodell
selbst und andererseits auf die zum Teil durch Verluste verur-
sachte geringe Probenzahl von insgesamt 25 für alle Zustände
zurückgeführt.
In der Folgestudie (Schliephake et al. 2005b) wurde das Design
des Implantats geändert, um die Defektsituation abzumildern,
und das RGD-Peptid in zwei Konzentrationen eingesetzt. In diesem
Fall wurde für RGD-beschichtete Implantate bei höherer Peptid-
konzentration nach 1Monat Einheildauer ein zu unbeschichteten
Implantaten signifikant höherer BIC bestimmt. Die Dichte des peri-
implantär neu gebildeten Knochens (BVD) war für alle organischen
Beschichtungen höher als für unbeschichtete Implantate. Nach
3Monaten Einheildauer waren sowohl BIC als auch BVD für alle
Zustände mit organischer Beschichtung signifikant höher als bei
unbeschichteten Proben. Es wurden jedoch keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Beschichtungszuständen festgestellt.
Germanier et al. (2006) untersuchten das in vivo-Verhalten von
PEG-Schichten mit und ohne zusätzlicher Modifizierung durch
ein Peptid mit der RGD-Sequenz bzw. einer Negativsequenz RDG.
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Als Referenzzustand wurden sandgestrahlte und geätzte Proben
(SLA-Oberfläche, Institut Straumann AG) verwendet. Die Implan-
tate wurden im Unterkiefer von Minischweinen für Einheilzei-
ten von 2 und 4 Wochen eingesetzt. Nach 2 Wochen zeigten die
RGD-beschichteten Implantate einen signifikant höheren BIC im
Vergleich zur SLA-Oberfläche. Im Gegensatz dazu war nach 4
Wochen Einheildauer der Unterschied zwischen dem Zustand mit
RGD-Peptid und der SLA-Oberfläche nicht signifikant, während
die Zustände PEG und PEG+RGD einen signifikant höheren BIC
aufwiesen als der Kontrollzustand. Die Autoren schlussfolger-
ten, dass eine RGD-Beschichtung die Knochenneubildung nur in
frühen Phasen der Heilung fördert.
Petrie (2008) zeigten, dass die aus Fibronektin abgeleitete Se-
quenz, die sowohl RGD als auch die Synergiesequenz PHSRN
enthält, in Verbindung mit einer PEG−Beschichtung im Ratten-
modell nach einer Einheildauer von 4Wochen zu einer besseren
Osseointegration führt als die Modifizierung der PEG−Schichten
mit RGD allein.
Die hier vorgestellten Arbeiten zeigen, dass RGD-basierte Be-
schichtungen in der frühen Einheilphase stimulierend auf die
Knochenneubildung wirken können. Dieser Vorteil kann zwar
häufig nicht auf spätere Zeitpunkte übertragen werden, die RGD-
beschichteten Oberflächen sind aber dann zumindest den unbe-
schichteten, zum Teil aber auch solchen mit Kollagenbeschichtung
gleichwertig. Die Kombination von RGD mit weiteren AmS−Sequen-
zen kann sich als vorteilhaft erweisen.
Eine Beschleunigung der frühen Einheilphase kann aber aus
medizinischer Sicht auch bedeuten, dass Implantate eher belastbar
sind, Schmerzen verringert werden, sich die Rekonvaleszenzdauer
verkürzt und somit die Lebensqualität des Implantatempfängers
erhöht und in der Summe die Kosten für das Gesundheitssystem
reduziert werden. Peptide bieten sich zudem als robuste, einfach
handhabbare biologisch aktive Moleküle zur Beschichtung von
Implantaten an und sind durch synthetische Herstellung gut und
in reproduzierbarer Qualität verfügbar.
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Beschichtungen auf Basis von Proteinen und mit mehreren Komponenten
Soll der zweite Ansatz zur biochemischen Modifizierung von
Werkstoffen im Knochenkontakt verfolgt werden, kommen dafür
in erster Linie Kollagen I und CPP als Hauptkomponenten des
Knochens in Betracht. Kollagen I ist das Strukturprotein des reifen
Knochens, aus dem ca. 90% der EZM besteht. Wichtige Bindungs-
und Signalfunktionen werden jedoch von anderen Proteinen über-
nommen.
Proteoglykane (Klinger et al. 1998) vermitteln Wechselwirkun-
gen zwischen Proteinen. Sie bestehen aus einem Proteinkern und
linearen Polysaccharidketten (Heparansulfat, Keratansulfat, Chon-
droitinsulfat und Dermatansulfat). Fibronektin (Stryer 1994, S.
289ff.) ist ein universelles Haftvermittlungsprotein, das gleich-
zeitig an EZM-Proteine und Zellen bindet (vgl. Ausführungen
zur RGD-Sequenz ab S. 24ff). Osteocalcin, Osteopontin und Kno-
chen−Sialoprotein spielen eine Rolle bei der Regulierung der Kno-
chenmineralisierung (Christenson 1997, Ganss et al. 1999, Gund-
berg 2003). Wachstumsfaktoren, wie z. B. die Gruppe der knochen-
morphogenetischen Proteine (BMP), werden zur intrazellulären
Kommunikation von Zellen in bestimmten Entwicklungsphasen
ausgeschüttet und induzieren Entwicklungsschritte in Empfän-
gerzellen (Lieberman et al. 2002).
Alle diese Substanzen sind bisher einzeln und in Kombinatio-
nen an Oberflächen von Implantatwerkstoffen immobilisiert und
untersucht worden. Nachfolgend werden einige in vitro- und in
vivo- Untersuchungen auf Basis von Kollagen vorgestellt.
Eine der ersten Arbeiten zur Adhäsion von Zellen auf kolla-
genbeschichteten Titanoberflächen stammt von Lowenberg et al.
(1988). Seitdem konnte in einer Reihe von Studien gezeigt wer-
den, dass die Beschichtung von Biomaterialien mit Kollagen die
Adhäsion und Proliferation von Zellen (Geißler et al. 2000, Peng
et al. 2001, Rößler et al. 2001) sowie ihr Differenzierungsverhalten
beeinflussen kann (Roehlecke et al. 2001, Nagai et al. 2002). Im
Gegensatz dazu konnten van den Dolder et al. (2003) keinen Ein-
fluss auf Adhäsion, Proliferation und Differenzierung von Ratten-
Knochenmarkszellen auf Titannetzen in Abhängigkeit von einer
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Beschichtung aus Kollagen, Fibronektin oder einer Kombination
beider nachweisen.
Yang et al. (2003) verglichen die Adhäsion von Zellen einer Zell-
linie, die aus humanem embryonalen Gaumengewebe gewonnnen
wurde, an Titanoberflächen mit oder ohne adsorbiertem Fibronek-
tin. Es wurden je zwei Proteinkonzentrationen (0,1 und 1mg ml−1)
und Adsorptionszeiten (15 und 180min) verwendet. Nur für die
höhere Fibronektin-Konzentration und 15min Adsorptionsdauer
wurde eine Förderung der Zelladhäsion beobachtet. Die Autoren
diskutierten, dass bei längeren Adsorptionszeiten für Fibronektin
Konformationsänderungen zur Inaktivierung des adsorbierten
Proteins führen.
Puleo (1999) untersuchte mit einem Modellprotein (Lysozym)
die Möglichkeit, an Titanoberflächen adsorbiertes Kollagen als
Träger für Wirkstoffe zu nutzen, die verzögert freigegeben wer-
den sollen. Das Freisetzungsverhalten wurde in physiologischer
Kochsalzlösung für bis zu 7 Tage getestet. In Abhängigkeit von
den Immobilisierungsbedingungen wurden 5 bis 75% des Mo-
dellproteins innerhalb der ersten 24h bis 96h nachweisbar frei-
gesetzt. In einer anderen Studie (Fischer et al. 2003) zeigte sich,
dass der transformierende Wachstumsfaktor β1 (TGF-β1) biolo-
gisch aktiv ist, wenn er auf ähnliche Weise wie bei Puleo be-
schrieben, adsorbiert wird. Martin et al. (2004) zeigten mittels
Oberflächenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR) und anderen
oberflächenanalytischen Methoden, dass Osteopontin an Kolla-
gen bindet und eine höhere biologische Aktivität aufweist als bei
direkter Anbindung. Als Substrat wurde Poly(2-Hydroxyethyl-
methacrylat) verwendet. Wolf-Brandstetter et al. (2006) setzten in
einem Beschichtungssystem für Titanoberflächen Heparin als Bin-
dungsvermittler zwischen zuvor adsorbiertem Kollagen und dem
vaskulären endothelialen Wachstumsfaktor VEGF ein. Das Freiset-
zungsverhalten des Wachstumsfaktors wurde dadurch deutlich
verzögert.
Morra et al. (2003) beobachteten einen erhöhten BIC und eine
verbessertes Einwachsen des Knochens für Titanimplantate mit
kovalent gebundenem Kollagen I im Vergleich zu unbeschichteten
Implantaten im Hasenmodell. Ähnlich positive Resultate wurden
durch Rammelt et al. (2004) ermittelt. Im Gegensatz dazu konnten
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Svehla et al. (2005) keinen Einfluss von Kollagenbeschichtungen
auf das Einwachsverhalten und die mechanische Verankerung
poröser Sinterkörper aus c.p.−Ti und CoCr-Legierung feststellen.
O’Toole et al. (2004) beschichteten unbehandelte sowie geätzte
Titandrähte mit Knochen−Sialoprotein (BSP) unter Verwendung
eines Gelatineträgers und implantierten diese in den Rattenfemur
für bis zu 30 Tage. Das Einwachsverhalten wurde über Ausstoßver-
suche ermittelt. Bis zu einer Einheildauer von 20 Tagen wiesen die
unbeschichteten, geätzten Implantate die höchsten Ausstoßkräfte
auf. Dies wurde mit deren erhöhter Rauigkeit begründet. Nach
30 Tagen Einheildauer waren die Ausstoßkräfte für die beiden
geätzten Zustände vergleichbar. BSP war auf keinem Explantat
nachweisbar, außer nach 1 Tag Verweildauer. Die Autoren disku-
tierten, dass BSP innerhalb kurzer Zeit vom Implantat desorbiert
und die beobachtete Zunahme der Ausstoßkräfte für den geätzten
und beschichteten Zustand auf die Einstellung der ursprüngli-
chen Oberflächenmorphologie nach Abbau der Gelatineschicht
zurückzuführen ist. Andererseits zeigten sich in den histologi-
schen Ergebnissen Hinweise auf eine osteoinduktive Wirkung des
BSP.
Wachstumsfaktoren werden häufig im Zusammenhang mit re-
sorbierbaren Trägern zur Behandlung großer Knochendefekte ein-
gesetzt. Für den Einsatz als Implantatbeschichtung sind bisher nur
wenige Daten verfügbar. Schliephake et al. (2009) untersuchten ein
Mehrkomponentensystem im Hundemodell. Es wurde ein in der
klinischen Praxis etablierter Oberflächenzustand (Osseotite®) der
Fa. Biomet 3i, dessen Morphologie durch eine Ätzbehandlung in
einer Mischung aus H2SO4 und HCl bei über 100 ◦C erzielt wird
(dual-acid etched), verwendet und mit Kollagen I, Chondroitin-
sulfat und adsorbiertem BMP-2 beschichtet. Zusätzlich wurde in
dieser Studie auch das in der vorliegenden Arbeit verwendete
RGD-Peptid in adsorbierter Form getestet. Referenzzustand waren
die unbeschichteten Implantate mit rein mechanisch bearbeiteter
bzw. der Osseotite®-Oberfläche.
In dieser Studie zeigten die organischen Beschichtungen signifi-
kant bessere Ergebnisse gegenüber dem nicht geätzten Zustand,
jedoch nicht gegenüber den geätzten Implantaten. Insbesondere
wurde kein Effekt durch BMP-2 festgestellt, obwohl der Wachs-
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tumsfaktor dreifach höher konzentriert wurde, als normalerweise
in vivo zu erwarten ist. Als einen Grund für den letzten Fakt
führten die Autoren die Ergebnisse einer vorherigen Studie an
(Bierbaum et al. 2005), nach der der Wachstumsfaktor innerhalb
von 120h freigesetzt wird, wobei der Hauptanteil bereits innerhalb
von 24h desorbiert.
Die angeführten Beispiele zeigen, dass kollagenbeschichtete
Oberflächen die Osseointegration insbesondere im Vergleich zu
rein mechanisch bearbeiteten Oberflächen stimulieren können.
Gegenüber den für Zahnimplantate verwendeten geätzten Ober-
flächen sind jedoch keine deutlichen Vorteile mehr erkennbar.
Werden Wachstumsfaktoren in die Beschichtung einbezogen,
kann die erforderliche definierte, verzögerte Freisetzung derzeit
nicht gwährleistet werden. Einen Lösungsansatz für diese Pro-
blematik verfolgen Hubbell und Mitarbeiter, indem sie Wachs-
tumsfaktoren (VEGF) über enzymatisch spaltbare Linker (Plasmin-
substrat) kovalent an ein Substrat (Fibrin) koppeln und in dieses
einbauen. Die Freisetzung erfolgt im Verlauf des zellulär gesteu-
erten Abbaus der Matrix (Sakiyama-Elbert et al. 2001, Zisch et al.
2003).
2.2.3 Immobilisierungsverfahren
Bioaktive Moleküle können im einfachsten Fall direkt an der Ober-
fläche immobilisiert werden. Dabei besteht jedoch die Gefahr, dass
unerwünschte Konformationsänderungen analog zur auf Seite 22
beschriebenen Erstbesiedlung nach Implantation auftreten oder
die bioaktiven Bereiche nicht zugänglich sind. Deshalb ist diese
Art der Beschichtung eher für konformationsstabile Moleküle, wie
z. B. Kollagen, geeignet, bei denen die Wechselwirkung mit der
Oberfläche lokal erfolgt und bioaktive Bereiche der Umgebung in
nativer Konformation präsentiert werden. Für andere Moleküle
ist ein Ansatz geeignet, bei dem dreiteilige Moleküle mit unter-
schiedlichen Funktionsbereichen verwendet werden. Die bioaktive
Kopfgruppe ist durch einen Spacer, der Konformationsänderun-
gen infolge Wechselwirkung mit der Oberfläche verhindert und
die Zugänglichkeit der bioaktiven Gruppe gewährleistet, von der
32 grundlagen
Ankergruppe, die für die Wechselwirkung mit der Implantatober-
fläche zuständig ist, getrennt.
Gegenwärtig werden hauptsächlich Adsorption und kovalente
Anbindung für die Immobilisierung bioaktiver Moleküle genutzt
(Beutner et al. 2010). In einigen Fällen werden auch elektrochemi-
sche Methoden angewendet (Scharnweber et al. 2009). Alle Metho-
den haben Vor- und Nachteile, auf die im Folgenden eingegangen
wird. Eng verknüpft mit Adsorption und kovalenter Immobilisie-
rung sind die Mechanismen zur Ausbildung selbstorganisierender
Monolagen (SAM), weshalb diese auch berücksichtigt werden.
Adsorption
Die adsorptive Beschichtung ist das am einfachsten durchführbare
Verfahren, da die Oberflächen lediglich durch Tauchen oder Be-
tropfen mit der Beschichtungslösung in Kontakt gebracht werden
müssen. Es wurde für Kollagen (Lowenberg et al. 1988, Nagai
et al. 2002, Teng et al. 2008 u. a.) ebenso angewendet wie für
Peptide (Auernheimer et al. 2005, Kroese-Deutman et al. 2005,
Reyes et al. 2007). Im Falle der Physisorption beruht die Bindung
auf schwachen Wechselwirkungskräften, zu denen elektrostati-
sche Wechselwirkungen, van-der-Waals-Bindungen, Wasserstoff-
brückenbindungen und hydrophobe Wechselwirkungen gehören.
Chemisorption tritt zwischen spezifischen Wechselwirkungspart-
nern auf, und es sind höhere Bindungsenthalpien erreichbar. Es
muss aber in der Regel eine höhere Aktivierungsenergie aufge-
bracht werden.
Die geringen Wechselwirkungskräfte können sich nachteilig
auswirken, da bereits geringe Änderungen der Umgebungsbe-
dingungen, wie z. B. Konzentrationen, Ionenstärke, Temperatur
und pH-Wert, im Vergleich zu denen bei Adsorption oder auch
Konkurrenzsituationen zur Desorption führen können.
In diesem Zusammenhang untersuchten Liu et al. (2007b) die
Freisetzung und Wirkung von BMP−2 in einem Knochendefekt−
Modell im Kiefer des Minischweins für eine maximale Einheildau-
er von 3Wochen. Die Proben bestanden aus sandgestrahlten und
geätzten c.p.−Ti−Zylindern mit 2 definierten Defektzonen. BMP−2
wurde an zuvor biomimetisch abgeschiedenen Kalziumphosphat-
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Phasen (CPP) durch Eintrocknen der Beschichtungslösung adsor-
biert, während der Abscheidung der CPP in diese eingebaut oder
in die CPP eingebaut und zusätzlich an ihrer Oberfläche adsorbiert.
Bei allen Untersuchungszeitpunkten wiesen Proben mit CPP−Be-
schichtung ohne BMP−2 den höchsten BIC auf. Am niedrigsten
waren die Werte für Kontrollimplantate mit an der Metallober-
fläche adsorbiertem BMP−2. Nach 3Wochen Implantationsdauer
erreichten Implantate mit in CPP-Schichten eingebautem BMP−2
(eingebaut sowie eingebaut und zusätzlich adsorbiert) einen zu
CPP vergleichbaren BIC, Oberflächen mit an CPP-Schichten nur
adsorbiertem BMP−2 jedoch nur das der völlig unbeschichteten
Kontrollimplantate.
Ein ähnliches Bild ergab sich für das Volumen des neu ge-
bildeten Knochens in den Defektzonen, nur dass ab einer Im-
plantationsdauer von 2Wochen die unbeschichteten Kontrollim-
plantate und die mit eingebautem BMP−2 vergleichbar mit der
CPP−Beschichtung waren. Nach einer Implantationsdauer von
1Woche wurde für Kontrollimplantate mit an der Metalloberflä-
che adsorbiertem BMP−2 in den Defektzonen kaum eine Knochen-
neubildung beobachtet. Selbst unbeschichtete Implantate wiesen
eine höhere Knochenneubildungsrate auf.
Eine weitere Studie dieser Arbeitsgruppe mit denselben Be-
schichtungsszuständen im ektopischen Rattenmodell (Liu et al.
2007a) zeigte, dass BMP−2 in Verbindung mit einer CPP−Beschich-
tung Knochenwachstum induzieren kann. Dabei erwiesen sich
Zustände mit eingebautem BMP−2 hinsichtlich ihrer Wirkung im
Verhältnis zur eingesetzten Stoffmenge tendenziell als am effek-
tivsten. Kontrollimplantate ohne oder mit an die Metalloberfläche
adsorbiertem BMP−2 zeigten in dieser Studie keine knochenindu-
zierende Wirkung.
Die Autoren schlossen aus den Ergebnissen beider Studien, dass
BMP−2 verzögert und kontrolliert freigesetzt werden muss, um
eine optimale Wirkung zu erzielen. Eine zu zeitige, stoßartige
Freisetzung in zu hoher Konzentration, wie sie bei adsorbier-
tem Wirkstoff auftritt, kann zur Induzierung von Knochenresorp-
tion infolge der Aktivierung von Osteoklasten führen. Mögliche
Konformationsänderungen bei der Adsorption von BMP−2 an
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CPP−freien Oberflächen wurden in keiner der beiden Arbeiten
diskutiert.
Generell wird die Desorption adsorbierter Moleküle durch die
Umgebungsbedingungen kontrolliert und ist demzufolge in vivo
kaum steuerbar. Außerdem wird ein großer Teil der Stoffmen-
ge bereits nach kurzer Zeit freigesetzt. Das ist vor allem dann
ungünstig, wenn Wirkstoffe, wie z. B. Wachstumsfaktoren, zeit-
verzögert freigesetzt werden sollen. In diesem Zusammenhang
soll noch einmal an die bereits erwähnte Arbeit von Schliephake
et al. (2009) errinnert werden, bei der kein Effekt durch BMP-2
beobachtet wurde.
Schwache Wechselwirkungen können (wie oben bereits ange-
deutet) zum Teil kompensiert werden, indem die Anzahl der
Bindungsstellen erhöht wird. Aus diesem Grund besitzt das in
dieser Arbeit verwendete und durch die Entwickler ursprünglich
für die Adsorption an CPP vorgesehene Peptid eine verzweigte
Ankereinheit mit vier Phosphonsäuregruppen (Auernheimer et al.
2005).
Kovalente Anbindung
Die kovalente Anbindung bioaktiver Moleküle hat den großen Vor-
teil der stabilen, von Umgebungseinflüssen nahezu unabhängigen
Immobilisierung und wird deshalb sehr häufig angewendet (Mor-
ra et al. 2003, Xiao et al. 1997, Bagno et al. 2006 u. a.). Allerdings
müssen in mehrstufigen Prozessen Haftvermittler, Linker und Ziel-
molekül gekoppelt werden. Beispielhaft soll hier die häufig für
Titanoberflächen verwendete Prozessführung über eine Oberflä-
chensilanisierung mittels Aminopropyltriethoxysilan (APTES) kurz
dargestellt werden (Puleo 1996, Martin et al. 2007). Voraussetzung
für dieses Verfahren ist die Erzeugung freier Hydroxylgruppen
an der Oberfläche durch Passivierung in HNO3 oder Behand-
lung mit Piranha-Lösung. Diese reagieren im ersten Schritt mit
den Silangruppen des in Wasser oder Toluen gelösten APTES und
bilden Ti-O-Si-Bindungen. Die auf diese Weise immobilisierten
Kohlenwasserstoffketten terminieren elektrolytseitig mit primären
Aminogruppen. Im zweiten Schritt erfolgt die Aktivierung dieser
mit Hilfe eines Linkers (z. B. Glutardialdehyd), um die Ankopp-
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lung von Peptiden und Proteinen über deren Aminogruppen zu
ermöglichen. Verwendete Lösungsmittel und vor allem nicht ge-
bundener Linker müssen vor der Verwendung der Oberflächen in
vivo oder für Zellexperimente ausgewaschen werden, um toxische
Reaktionen zu vermeiden.
Damit ist die kovalente Anbindung biologisch aktiver Moleküle
an Titanbasiswerkstoffe ein sehr aufwändiger Prozess mit potenti-
ellen Risiken durch die Verwendung physiologisch bedenklicher
Substanzen, die vor Implantation entfernt werden müssen. Die
erzielten Bindungen sind nahezu irreversibel, was einerseits z. B.
bei Zelladhäsionspeptiden oder Kollagen vorteilhaft sein kann, an-
dererseits unerwünscht ist, wenn eine definierte Freisetzung, wie
z. B. bei Wachstumsfaktoren, notwendig ist. Außerdem muss die
Sterilisation der Implantate nach Immobilisierung der biologisch
aktiven Moleküle erfolgen, was die Verwendung empfindlicher
Moleküle verhindert oder zumindest einschränkt.
Elektrochemische Methoden
Wegen ihrer in Abschnitt 2.1.2 beschriebenen physikalisch-chemi-
schen Oberflächeneigenschaften eignen sich Titanwerkstoffe für
eine Reihe von elektrochemisch gestützten Immobilisierungsver-
fahren (Scharnweber et al. 2009).
Kathodische Polarisation kann benutzt werden, um durch den
oberflächennahen Anstieg des pH-Werts infolge Wasserstoffent-
wicklung CPP abzuscheiden (Redepenning und McIsaac 1990,
Shirkhanzadeh 1998, Cheng et al. 2004). Durch Worch und Mitar-
beiter (Rößler et al. 2003) wurde in diesem Zusammenhang ein
Abscheidungsverfahren entwickelt, das hinsichtlich Temperatur
und pH-Wert unter physiologischen Bedingungen durchgeführt
werden kann. In dessen Weiterentwicklung konnten auf diese
Weise mineralisierte Kollagenstrukturen auf Titanoberflächen er-
zeugt werden (Rößler 2005) oder gleichzeitig Chlorhexidin als
antimikrobielle Substanz abgeschieden werden (Scharnweber et al.
2007). Prinzipiell kann diese Methode auf alle Substanzen ausge-
dehnt werden, die eine pH-abhängige Löslichkeit aufweisen, wie
es durch Scharnweber et al. (2009) für Chitosan gezeigt wurde.
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Durch anodische Polarisation mit geringen Potentialen (z. B.
0,7VAg/AgCl) können Polypyrrol-Schichten als Ankerbausteine für
die Anbindung von RGD-Peptiden, Kollagen und Hydroxylapatit
(HAP) abgeschieden werden (De Giglio et al. 1999, De Giglio et al.
2000, De Giglio et al. 2001).
Die Verdickung der Luftpassivschichten während anodischer
Polarisation bei höheren Potentialen oder Stromdichten kann, wie
von Rößler (2005) für fibrilläres und Tropokollagen gezeigt, zur
direkten Immobilisierung von Molekülen durch ihren partiellen
Einbau genutzt werden. Da dies die Grundlage für das hier un-
tersuchte System darstellt, wird darauf im Unterabschnitt 2.3.1
eingegangen.
Ausbildung selbstorganisierender Monolagen
Die Formierung von SAM ist häufig zu beobachten, wenn lineare
Moleküle mit einem Terminus mit Oberflächen wechselwirken.
Prominentes Beispiel ist die Immobilisierung mercaptoalkylierter
Nukleinsäuren an Goldoberflächen. Grundvoraussetzung ist das
Vorhandensein geeigneter Ankergruppen. Zu den Molekülen mit
einer hohen Affinität gegenüber Metalloxiden gehören Phosphate
und Phosphonate, die demzufolge für diesen Zweck prädestiniert
sind. Die Ausbildung von SAM durch Alkylphosphate wurde in
einer Reihe von Arbeiten untersucht (Hähner et al. 2001, Hofer et
al. 2001, Gnauck et al. 2007, Liu et al. 2008).
Nach Spori et al. (2007) erreichen längere Ketten (über 15 C-
Atome) einen höheren Ordnungsgrad, wobei in dieser Studie die
maximale Kettenlänge 18 C-Atome betrug. Philippin et al. (2003)
beobachteten eine geordnetere Ausbildung von SAM bei silanba-
sierten Molekülen im Vergleich zu solchen mit Phosphonatanker.
Gao et al. (1996) fanden auf der Grundlage von Festkörper-
NMR-Messungen nur Hinweise auf schwache Wechselwirkungen
zwischen Oberfläche und Ankergruppen bei der Adsorption von
Alkylphosphonaten. Im Gegensatz dazu interpretierten Viornery
et al. (2002) ihre XPS- und Sekundärionen-Massenspektroskopie
(SIMS)-Messungen dahingehend, dass Phosphonate an Titanober-
flächen unter Ausbildung von Ti−O−P-Bindungen mit kovalen-
tem Charakter adsorbieren. Andere Arbeitsgruppen verstärken
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den kovalenten Charakter der Bindung zwischen Substrat und
Ankergruppe durch eine Wärmebehandlung (Zorn et al. 2005,
Adden et al. 2006a, Clair et al. 2008).
Nur in wenigen Studien wurde die Stabilität von SAM auf Ti-
tanoberflächen untersucht. Nach Silverman et al. (2005) sind Al-
kylketten mit Phosphonatanker stabiler gegenüber Hydrolyse in
Wasser bei einem pH-Wert von 7,5 und weisen höhere Scherfestig-
keiten auf als Moleküle mit Silananker. Andererseits zeigten Mani
et al. (2008), dass phosphat- oder phosphonat-basierte SAM bei
Lagerung in Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)-Puffer bei
37 ◦C innerhalb von 24h zum großen Teil desorbieren. SAM mit
Silananker erwiesen sich dagegen unter den gleichen Bedingung
für bis zu 7 Tage als stabil.
Die Stabilität solcher SAM ist offensichtlich von den konkreten
Eigenschaften der Schichten und den Bedingungen, unter denen
die Stabilitätstests durchgeführt werden, abhängig. Diese Proble-
matik wird im Rahmen der Diskussion der eigenen Ergebnisse in
Unterabschnitt 5.1.3 noch einmal aufgegriffen.
2.2.4 Zusammenfassung
In den beiden vorigen Unterabschnitten 2.2.2 und 2.2.3 wurde
gezeigt, dass die bisherigen Versuche, biochemische Signalmole-
küle in die Grenzfläche Implantat/Umgebungsgewebe einzube-
ziehen, eine Reihe positiver Ergebnisse erbracht haben. Besonders
in den frühen Phasen der Einheilung kann sowohl durch die
peptidbasierte Strategie als auch durch Immobilisierung mehre-
rer Komponenten auf Basis von EZM-Proteinen eine Stimulierung
der Osseointegration erfolgen. Dieser Vorteil einer beschleunigten
initialen Heilung kann bereits zu einer Steigerung der Lebensqua-
lität für Patienten durch Verkürzung von Zeiten der Immobilität
oder Verringerung von Schmerzen führen.
Allerdings sind die anfänglichen Vorteile in den in vitro- und in
vivo-Versuchen häufig nicht auf spätere Zeitpunkte übertragbar.
Das legt den Schluss nahe, dass entscheidende Stimuli noch fehlen
oder noch nicht zum Tragen kommen. Eine Ursache dafür kann
sein, dass den gegenwärtig zur Verfügung stehenden Methoden
für die Immobilisierung von bioaktiven Molekülen eine Flexibi-
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lität fehlt, die notwendig ist, um z. B. das Freisetzungsverhalten
von gebundenen Molekülen definiert einzustellen. An diesem
Punkt setzt die vorliegende Arbeit mit dem im nächsten Abschnitt
vorgestellten Immobilisierungssystem an.
2.3 modulares immobilisierungssystem für bioaktive
moleküle
2.3.1 Partieller Einbau biologisch aktiver Moleküle in anodische Oxid-
schichten
In Abschnitt 2.1.2 auf Seite 22 wurde dargelegt, dass Bestandteile
des Elektrolyten in anodisch formierte Oxidschichten eingebaut
werden. Rößler (2005) zeigte, dass das auch für Tropo- und fibril-
läres Kollagen möglich ist. Wegen der bekannten Abhängigkeit
der Schichtdicke vom Formierungspotential (s. Gleichung 2.4 auf
Seite 15) sollte es auch möglich sein, kleinere Moleküle, wie z. B.
Peptide, durch ihren partiellen Einbau in anodische Oxidschichten
zu fixieren, so dass ihre biologische Aktivität erhalten bleibt. In
diesem Unterabschnitt wird die zugrunde liegende Modellvorstel-
lung für die Immobilisierungsmethode dargelegt und im nächsten
Unterabschnitt durch die Einbeziehung von Nukleinsäuren zum
modularen Immobilisierungssystem erweitert.
In Abbildung 2.4 wird das Prinzip der elektrochemisch gestütz-
ten Immobilisierung am Beispiel eines dreigliedrigen Moleküls
aus Ankergruppe, Spacer und bioaktiver Kopfgruppe gezeigt.
Um die wesentlichen Merkmale hervorzuheben, ist diese Darstel-
lung nicht maßstabsgerecht. Im ersten Teilschritt3 adsorbieren die
zu immobilisierenden Moleküle mit ihrer Ankergruppe an der
Grenzfläche Luftpassivschicht/Elektrolyt ( 2.4a). Dafür müssen
einerseits der Molekülaufbau und andererseits die chemischen
Bedingungen so gewählt werden, dass eine Wechselwirkung erfol-
gen kann und die Affinität der Ankergruppe zur Luftpassivschicht
höher ist als die anderer Bereiche des Moleküls. In diesem Stadi-
3 Adsorption und Aufbau der anodischen Oxidschicht werden hier als Teilschritte
der Immobilisierung betrachtet, da sie unmittelbar nacheinander in derselben
Präparationszelle und im selben Elektrolyt durchgeführt werden.
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Ti mit 
Lu�pas-
sivschicht Elektrolyt
bioaktive Kopfgruppe
Ankergruppe
Spacer
(a) Adsorption.
anodische 
Oxid-
schicht
Ti
(b) Fixierung durch partiellen Einbau in
die anodische Oxidschicht.
Abbildung 2.4: Modell für die elektrochemisch gestützte Immobilisierung
biologisch aktiver Moleküle.
um ist eine physisorptive Bindung ausreichend, Chemisorption
jedoch nicht von Nachteil.
Im zweiten Teilschritt wird die Luftpassivschicht durch anodi-
sche Polarisation verdickt. Dabei werden die adsorbierten Mole-
küle, wie in 2.4b schematisch gezeigt, partiell in den äußeren Teil
der Oxidschicht eingebaut und damit fixiert. Entscheidend für die
Fixierung ist dabei die Einbautiefe von Ankergruppe und Teilen
des Spacers. Diese wird durch das Wachstum der Oxidschicht
an der Grenzfläche Oxid/Elektrolyt bestimmt, das wiederum
von der Arbeitsweise (ps/gs), der Stromdichte und letztlich vom
Formierungspotential abhängt.
In Unterabschnitt 2.1.2 wurde dargelegt, dass anodische Oxid-
schichten auf Titanoberflächen unabhängig von der Legierung mit
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ca. 2nm V−1 wachsen. Für den partiellen Einbau kleinerer Mo-
leküle sind damit Formierungspotentiale 6 10VSCE relevant. Bei
diesen Potentialen beträgt der Anteil des Schichtwachstums an
der Grenzfläche Oxid/Elektrolyt bezogen auf die Gesamtschicht-
dicke nach eigenen Untersuchungen an c.p.−Ti (Beutner 1998) und
denen von Rößler (2005) an TiAl6V4 ca. 50%. Mit diesen Angaben
lässt sich die Dickenzunahme an der Grenzfläche Oxid/Elektrolyt
mit 1nm V−1 hinreichend genau abschätzen.
2.3.2 Erweiterung des Verfahrens durch Einbeziehung von Nuklein-
säuren
Das im vorherigen Unterabschnitt vorgestellte Verfahren kann
alternativ zur Adsorption oder kovalenten Anbindung genutzt
werden. Im Gegensatz zur Adsorption sollte eine deutlich stabile-
re Bindung unter wechselnden Umgebungsbedingungen erreicht
werden. Weiterhin ist es deutlich einfacher und kann hinsicht-
lich pH-Wert und Komponenten des Elektrolyten unter physio-
logischeren Bedingungen durchgeführt werden als die kovalente
Ankopplung.
Allerdings ist eine definierte Freisetzung der auf diese Art im-
mobilisierten Moleküle nach wie vor nicht zu realisieren. Neue
Möglichkeiten eröffnen sich erst, wenn es gelingt, das Verfahren
durch Einbeziehung von Nukleinsäuren zum Immobilisierungs-
system zu erweitern.
Nachfolgend werden die für das Immobilisierungssystem wich-
tigen Eigenschaften von Nukleinsäuren und die Modellvorstellun-
gen zu deren Nutzung beschrieben.
Nukleinsäuren
Nukleinsäuren sind kettenförmige, aus Nukleotiden aufgebaute
Makromoleküle. Das Rückgrat der Kette bilden Zuckermoleküle
(Pentose), die über Phosphatgruppen am 3’- und 5’-Kohlenstoff-
atom miteinander verknüpft sind (Zucker-Phosphat-Rückgrat).
Am 1’-Kohlenstoffatom des Zuckers befindet sich jeweils eine
funktionelle Base. Bei der in dieser Arbeit verwendeten und in
Abbildung 2.5 dargestellten Desoxyribonukleinsäure (DNA) ent-
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Abbildung 2.5: Aufbau der DNA (Quelokee 2005).
halten die Nukleotide den Zucker Desoxyribose und eine der vier
Nukleobasen Adenin (A), Guanin (G), Thymin (T) und Cytosin (C).
Die Einheit aus Base, Zucker und Phosphat wird als Nukleotid be-
zeichnet. Wegen dieser Konstitution werden Nukleinsäuren über
die Abfolge der Basen, ihre Sequenz, definiert, wobei der Strang
an einem Ende mit dem 5’-C-Atom und am anderen mit dem 3’-C
eines Zuckers terminiert. Entsprechend der Syntheserichtung in
vivo wird die Sequenz immer vom 5’- in Richtung 3’-Terminus
angegeben.
Die jeweils komplementären Basen A und T sowie G und C
können durch Bildung von zwei bzw. drei Wasserstoffbrückenbin-
dungen wechselwirken. Über diesen Mechanismus hybridisieren
entsprechend komplementäre Einzelstränge (oder komplemen-
täre Bereiche desselben Strangs). Innerhalb eines Hybrids sind
die Stränge entgegengesetzt orientiert und es bildet sich eine
Doppelhelix aus.
Außer über die Wasserstoffbrückenbindungen wird die Stabi-
lität der DNA auch durch Stapelwechselwirkungen aufeinander
folgender Basenpaare wesentlich mitbestimmt. Daraus resultieren
eine größere Hybridstabilität bei steigender Hybridlänge aber
auch eine verringerte Stabilität bei Fehlpaarungen innerhalb der
Basensequenzen (Calladine et al. 2004, Yakovchuk et al. 2006).
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Neben der bisher dargestellten DNA existieren noch weitere Nu-
kleinsäuren. Die Ribonukleinsäure (RNA) ist die zweite, natürlich
vorkommende Nukleinsäure. Sie unterscheidet sich von der DNA
dadurch, dass sie den Zucker Ribose und die Base Uracil (U) statt
Thymin enthält. Durch die Ribose im Zucker-Phosphat-Rückgrat
weist die RNA eine geringere Stabilität gegenüber Nukleasen auf,
weshalb sie deutlich schneller abgebaut wird. Sie wird jedoch im
Organismus benötigt, um die in der DNA gespeicherten geneti-
schen Informationen bei der Produktion von Proteinen umzuset-
zen.
Durch Nukleasen werden Nukleinsäuren sehr schnell abgebaut,
was ihre Nutzung in Diagnostik und Nanotechnologie erschwert.
Um die Stabilität der Nukleinsäuren zu erhöhen, wurden eine
Reihe artifizieller Varianten entwickelt. Bei der locked nucleic
acid (LNA) werden das 2’- und 4’-C-Atom des Zuckers durch
eine Sauerstoff-Methylen-Brücke verbunden, wodurch zum einen
ein Angriff durch Nukleasen nicht mehr möglich ist und zum
anderen die Hybridstabilität erhöht wird (Koshkin et al. 1998).
Bei der Peptid-Nukleinsäure (PNA) wird das Zucker-Phosphat-
Rückgrat durch ein peptidisches Rückgrat ersetzt. Die PNA kann
weder durch Nukleasen noch Proteasen abgebaut werden. Sie
weist aufgrund der fehlenden elektrostatischen Abstoßung im
Zucker-Phosphat-Rückgrat eine höhere Hybridstabilität auf und
kann auch bei geringen Ionenstärken hybridisieren (Hyrup &
Nielsen 1996, Dammann-Kalinowski 2007). Die verschiedenen
Nukleinsäurearten sind untereinander hybridisierungsfähig.
Eine interessante Gruppe von Molekülen für zukünftige Ent-
wicklungen in Diagnostik und Therapeutik stellen die Aptamere
dar. Aptamere sind Nukleinsäurestränge, die aufgrund ihrer Kon-
formation spezifische Bindungen mit Peptiden und Proteinen
eingehen können (Guo et al. 2007a). Hinsichtlich des in dieser
Arbeit untersuchten Immobilisierungssystems ergibt sich damit
die Möglichkeit, perspektivisch auf die aufwändige Konjugation
von Proteinen oder Peptiden mit Nukleinsäuren zu verzichten.
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Ankergruppe
Ankerstrang
Komplementär-
strang
bioaktives Mole- 
kül (BAM) 1
Immobilisie-
rungsbereich
Hybridisierungs-
bereich
BAM 2
BAM 3
(a) Hybridisierung immobilisierter AS mit Konju-
gaten verschiedener biologisch aktiver Moleküle
und identischen KS.
Hybridlänge
veränderte Hybridlänge
Basenfehlpaarung
veränderte Basensequenz
(b) Hybridisierung immobilisierter AS mit Kon-
jugaten identischer biologisch aktiver Moleküle
aber unterschiedlichen KS und damit unterschied-
licher Hybridstabilität.
Abbildung 2.6: Erweiterung der Immobilisierungsmethode aus Abbil-
dung 2.4 zum modularen Immobilisierungssystem durch Einbeziehung
von Nukleinsäureanker- und Komplementärsträngen konjugiert mit bio-
logisch aktiven Molekülen.
Nutzung von Nukleinsäuren für das Immobilisierungssystem
Verwendet man bei dem in Abbildung 2.4 auf Seite 39 dargestell-
ten Immobilisierungsschritt statt der bifunktionellen Moleküle
Nukleinsäure-Einzelstränge als Ankerstränge (AS), können diese
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in einem 2. Schritt mit Konjugaten aus zu AS komplementären
Strängen (KS) und den eigentlichen bioaktiven Molekülen hybridi-
siert werden.
Für diesen Schritt sind in Abbildung 2.6 zwei Zustände darge-
stellt, die bei einer Beschichtung auf verschiedene Weise variiert
werden können. In 2.6a bestehen die Konjugate aus identischen
KS und unterschiedlichen bioaktiven Molekülen. Demgegenüber
bestehen die Konjugate in Abbildung 2.6b aus denselben bioakti-
ven Molekülen aber KS, die sich in ihrer Länge und Basensequenz
und damit ihrer Hybridstabilität unterscheiden. Auf diese Weise
kann ein modulares Immobilisierungssystem realisiert werden,
dass die in der Einleitung auf Seite 4 aufgestellten Forderungen
erfüllt.
Im Rahmen dieser Arbeit soll untersucht werden, unter welchen
Bedingungen eine stabile Immobilisierung der AS unter Erhaltung
ihrer Hybridisierungsfähigkeit erreicht werden kann. Mit dieser
Zielstellung findet die Modularität des Immobilisierungssystems,
d. h. die Möglichkeit der Hybridisierung verschiedener Konjuga-
te oder der Realisierung definierter Freisetzungskinetiken, noch
keine Berücksichtigung. Um dem Rechnung zu tragen, wird nach-
folgend die Bezeichung nukleinsäurebasiertes Immobilisierungs-
system verwendet.
Arbeiten zur Konjugation eines KS und eines Hexapeptids mit
der AmS-Sequenz GRGDSP, zur biochemischen Charakterisierung
der Konjugate sowie Untersuchungen zu ihrer Hybridisierungs-
fähigkeit und biologischen Aktivität sind Gegenstand einer an
der Fakultät Mathematik und Naturwissenschaften in der Pro-
fessur für Allgemeine Biochemie durch Dr. J. Michael erstellten
Dissertation (Michael 2011).
3M AT E R I A L I E N U N D M E T H O D E N
In diesem Kapitel werden die verwendeten Werkstoffe und ein-
gesetzten Methoden mit ihren Hauptmerkmalen und wichtigsten
Parametern kurz vorgestellt, wobei auf die hauptsächlich verwen-
deten Techniken XPS und β-Spektroskopie zur Quantifizierung
32P-markierter DNA-Stränge ausführlicher eingegangen wird. Die
allgemeinen Arbeitsvorschriften und verwendeten Geräte werden
in den Anhängen C und D vorgestellt.
3.1 werkstoffe
In Tabelle 3.1 sind die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten
Werkstoffe mit ihrer Standardgeometrie und ihrer jeweiligen Prä-
paration zusammengestellt. Die Experimente wurden hauptsäch-
lich mit drei Titanlegierungen durchgeführt. Für die elektroche-
misch gestützte Immobilisierung des RGD-Peptids wurde die Le-
gierung TiAl6V4 verwendet. Die mechanische Präparation erfolgte
durch die Fa. Hegedüs. Die Untersuchungen am nukleinsäure-
basierten Immobilisierungssystem wurden mit c.p.−Ti (Grade 2
entsprechend, Goodfellow) und TiAl6Nb7 (Synthes) vorgenom-
men. Die Ätzbehandlung erfolgte in einer Lösung aus 1mol l−1
HNO3 und 0,4mol l−1 HF bei Raumtemperatur für 2min. Die
Werkstoff Geometrie Oberfläche
c.p.−Ti ∅ 16mm x 2mm geschliffen und geätzt
TiAl6Nb7 ∅ 16mm x 2mm geschliffen und geätzt
TiAl6V4 ∅ 10mm x 2mm mechanisch poliert
Tabelle 3.1: Hauptsächlich verwendete Werkstoffe.
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Morphologie dieser drei Oberflächenzustände ist in Abbildung 3.1
dargestellt.
Für die winkelaufgelösten XPS Messungen (ARXPS) standen Si-
Wafer mit einer 100nm dicken Ti-Sputterschicht zur Verfügung.
Die Untersuchungen zur Homogenität der Adsorption von Nu-
kleinsäuren an Titanoberflächen wurden an grobkorngeglühtem
c.p.−Ti (975 ◦C, 2h) als Modell für die α−Phase und der Legierung
TiAl3Nb231 als Modell für die β−Phase vorgenommen.
Bei den in Zusammenarbeit mit der Klinik und Poliklinik für
Unfall- und Wiederherstellungschirurgie am Universitätsklinikum
Carl Gustav Carus der TU Dresden bzw. der Radboud Universität
Nijmegen durchgeführten tierexperimentellen Untersuchungen
wurden Werkstoffe und Probengeometrien durch die Projektpart-
ner und die Tiermodelle bestimmt. Für das Rattenmodell wurden
Drähte aus TiAl6V4 (∅ 0,8mm× 30mm), im Schweinemodell Vier-
kantimplantate (4mm× 13mm) (Stadlinger et al. 2008) und im
Ziegenmodell hantelförmige Implantate mit definierten Defekt-
zonen (Bernhardt et al. 2005) verwendet. Für die beiden zuletzt
genannten Tierversuche wurde c.p.−Ti als Werkstoff verwendet.
3.2 biologisch aktive moleküle
3.2.1 RGD-Peptid
Die verwendeten zyklischen RGD-Peptide wurden in der Arbeits-
gruppe von Prof. Kessler an der TU München entwickelt (Finsin-
ger 1997, Kantlehner 2000) und durch die Biomet Deutschland
GmbH zur Verfügung gestellt. Die Weiterentwicklung des Peptids
an der TU München erfolgte parallel zu den eigenen Arbeiten,
so dass die in Tabelle 3.2 aufgelisteten Synthesechargen mit zwei
unterschiedliche Spacervarianten eingesetzt wurden. Nach Kant-
lehner (2000) und Dahmen (2003) wurden die Kopfgruppe sowie
die Ankergruppen mit dem Spacer getrennt synthetisiert und die
Fragmente anschließend gekoppelt. Als problematisch erwies sich
dabei die Abspaltung der Ethyl-Schutzgruppen an den Phosphon-
1 Die Legierung wurde freundlicherweise von Professor H. J. Breme (Universität
des Saarlandes) zur Verfügung gestellt.
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(a) c.p.−Ti geschliffen und geätzt.
(b) TiAl6Nb7 geschliffen und geätzt.
(c) TiAl6V4 mechanisch poliert.
Abbildung 3.1: Morphologie der verwendeten Probenzustände.
48 materialien und methoden
säureresten des Ankers, so dass in den zur Verfügung gestellten
Endprodukten mittels NMR jeweils noch Nebenprodukte mit
nicht vollständig entschützten Ankergruppen enthalten waren
(Dahmen 2003). Als weitere Verunreinigung sind geringe Anteile
von Molekülen mit einem zusätzlichen Spacerbaustein möglich
(Kantlehner 2000). Nach einem Laborbericht der Fa. Biomet betrug
die Reinheit für P1b ca. 60%.
bioaktive kopfgruppe Die bioaktive Kopfgruppe besteht
aus der Pentapeptidsequenz Arg–Gly–Asp–d-Phe–Lys (RGDfK,
vgl. Anhang A). Die D-Aminosäure d-Phe ist dabei strukturbil-
dend für das zyklische Peptid. Die Peptidsequenz ist hochselektiv
gegenüber αVβ3- und αVβ5-Integrinen. Die Kopplung an den
Spacer erfolgt über die terminale Aminogruppe des Arginins.
ankergruppe Die Ankergruppe besteht aus einer verzweigten
Lys-Kette mit 4 Phosphonsäureresten.
spacer Bei Peptid 1 (P1) wurde mit 2 Heptaethylenglycol-
aminosäure−Molekülen ein hydrophiler und mit 28 C- sowie 15 O-
Atomen relativ langer Spacer verwendet. Peptid 2 (P2) besaß einen
hydrophoben aus 3 Aminohexansäure-Molekülen aufgebauten
Spacer. Die Kopplung an die Kopfgruppe erfolgte carboxylseitig
und an den Anker über die Aminogruppe.
3.2.2 Nukleinsäuren
Die Auswahl der verwendeten Nukleinsäuren erfolgte in der Ar-
beitsgruppe von Dr. B. Schwenzer an der Professur für Allgemeine
Biochemie der TU Dresden auf Basis von DNA, da diese einfacher
handhabbar ist. Im Wesentlichen wurde ein Strangsystem beste-
hend aus AS, dem zu AS komplementären Strang KS1 und einem
zu AS nicht komplementären Strang NS1 als Negativkontrolle in
modifizierter Form übernommen (Michael 2001, Jankowsky et al.
1997). Um der zu erwartenden Verkürzung der Stranglänge durch
den partiellen Einbau in die anodische Oxidschicht zu berücksich-
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tigen, wurde die bei Michael (2001) verwendete Sequenz von AS
verdoppelt. Als weitere Besonderheit des Strangsystems wies der
AS 3’-terminal einen Überhang von drei Basen gegenüber dem KS
auf, da bei Michael (2001) die Hybridisierung der beiden Stränge
über Fluoreszenzlöschung nachgewiesen wurde, wofür Fluores-
zenzmarker und Basen unmittelbar benachbart sein müssen, um
den notwendigen Elektronenübergang zu ermöglichen.
Dieses ursprüngliche Strangsystem wurde aus Gründen, die im
Unterabschnitt 4.2.2 erläutert werden, weiter modifiziert. Selek-
tionskriterien bei der Auswahl neuer Stränge waren, dass keine
thermodynamisch stabilen Hybride intramolekular sowie zwi-
schen AS und NS auftreten. Das wurde mit Hilfe des internetba-
sierten Softwarepakets mfold (Zuker 2003) evaluiert. Stränge mit
mehr als drei aufeinanderfolgenden hybridisierungsfähigen Ba-
senpaaren wurden ausgeschlossen. Die Synthese der verwendeten
und in Tabelle 3.3 aufgelisteten Stränge erfolgte durch die Thermo
Fisher Scientific GmbH (Ulm).
Die Bestimmung der Belegungsdichte der Nukleinsäuren auf
der Oberfläche erfolgte quantitativ durch deren radioaktive Mar-
kierung mit 32P. Im Falle des phosphorylierten Ankerstrangs P−AS
wurden zwei verschiedene Varianten für die Markierung verwen-
det. Zum einen wurde der nicht phosphorylierte Vorläuferstrang
mittels T4-Kinase unter Einsatz von γ-32P-dATP 5’-terminal phos-
phoryliert (Kurzbezeichnung: P−AS(5’-32P)). Damit ist der Marker
Teil der Ankergruppe und wird potenziell in die anodische Oxid-
schicht eingebaut.
Zum anderen wurden ein 3’-terminal um eine Base kürzerer Vor-
läuferstrang mittels terminaler Transferase und α-32P-dCTP um
das fehlende Nukleotid verlängert (Kurzbezeichnung: P−AS(3’-
32P)). Daraus resultiert eine Markierung des letzten Phosphats
im Zucker-Phosphat-Rückgrat am 3’-Terminus, der entsprechend
der Modellvorstellung für das Immobilisierungssystem (Abbil-
dung 2.6) elektrolytseitig zugänglich sein und für die Hybridisie-
rung zur Verfügung stehen sollte. Wie in den Unterabschnitten
4.2.3 und 5.2.2 gezeigt wird, erlaubt die unterschiedliche Markie-
rung der P−AS sowohl Aussagen über die Belegungsdichte der
Stränge auf der Oberflächen als auch über ihre Integrität.
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Strang 5’-Terminus Markierung Kürzel
AS 2-O3PO
– ohne P−AS
5’ 32P P−AS(5’-32P)
3’ 32P P−AS(3’-32P)
HO– ohne HO−AS
3’ 32P HO−AS(3’-32P)
KS HO– ohne KS#
3’ 32P KS#(3’-32P)
NS HO– ohne NS#
3’ 32P NS#(3’-32P)
Tabelle 3.4: Terminale Modifizierungen und radioaktive Markierung der
Stränge (#: Nummer der jeweiligen Sequenz aus Tabelle 3.3).
Alle anderen Stränge wurden analog zu P−AS(3’-32P) 3’-termi-
nal markiert. Die radioaktive Markierung der Stränge erfolgte
durch die Hartmann Analytic GmbH (Braunschweig). Tabelle 3.4
enthält eine Zusammenstellung aller verwendeten Stränge, deren
Markierungsvarianten und die entsprechenden Kurzbezeichnun-
gen. Der nicht phosphorylierte Ankerstrang HO−AS wurde benö-
tigt, um das Ausmaß der nicht über die terminale Ankergruppe
erfolgenden (als unspezifisch angesehenen) Bindung des AS an
die Oberfläche zu untersuchen.
3.3 elektrochemische versuchsanordnung
Um den Verbrauch an Peptid und Nukleinsäuren gering zu halten,
sollten die Elektrolytvolumina möglichst klein sein. Das schloss
die Verwendung der vorhandenen Korrosionsmesszellen mit ei-
nem Mindestvolumen von 30 – 300ml aus. Für die elektroche-
misch gestützte Immobilisierung des RGD-Peptids wurde deshalb
die in Abbildung 3.2a schematisch dargestellte Anordnung ver-
wendet.
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Die Proben wurden mit je 10µl Toluen in die Böden von Multi-
schalen geklebt. Die Kontaktierung erfolgte über einen Kontaktfe-
derstift durch eine Bohrung im Boden der Multischale. Die Gege-
nelektrode bestand aus einem spiralförmigen Platindraht. Für die
Bezugselektrode wurde ein Nachbarwell mit 3mol l−1 KCl gefüllt.
Beide Kammern waren durch einen mit Agarosegel gefüllten Sili-
konschlauch (5Masse-% Agarose in Immobilisierungselektrolyt)
miteinander verbunden. Die Bezugselektrode bestand aus einem
mit AgCl-beschichteten Silberdraht, der in ein mit 5Masse-% Aga-
rose in 3mol l−1 KCl gefülltes Kapillarröhrchen eingebettet war.
Vor Experimentbeginn wurde die Potentialdifferenz der selbst her-
gestellten Elektrode gegenüber einer gesättigten Kalomelelektrode
bestimmt, damit alle gemessenen Potentiale auf die gesättigte Ka-
lomelelektrode bezogen werden konnten.
Bei diesem Versuchsaufbau erwies sich die Klebeverbindung
zwischen Probe und Multischale als Schwachstelle. Zur Verbesse-
rung der Haftfestigkeit der Proben wurden diese vor dem Einkle-
ben an der Unterseite leicht angeschliffen. Trotzdem betrug die
Ausfallrate 1 bis 2%.
Da diese Größenordnung insbesondere für radioaktives Ar-
beiten nicht tolerierbar ist, wurde für die Immobilisierung der
Nukleinsäuren in enger Zusammenarbeit mit G. Wiemann und H.
Sack vom mechanisch-technischen Laboratorium des Instituts für
Werkstoffwissenschaft eine wie in Abbildung 3.2b schematisch
dargestellte Präparationszelle entwickelt. Die Probe wurde über
einen Stempel mit einer Überwurfmutter (nicht eingezeichnet) an
den Zellenboden gepresst. Aufgrund der günstigeren Platzverhält-
nisse der gesamten Anordnung konnte eine handelsübliche gesät-
tigte Ag/AgCl-Bezugselektrode verwendet werden. Das nutzbare
Elektrolytvolumen betrug bei beiden Präparationszellen 3ml.
3.4 untersuchungsmethoden
3.4.1 Röntgen-Photoelektronenspektroskopie
Die Röntgen-Photoelektronenspektroskopie (XPS) gehört zu den
Standardmethoden für die Untersuchung von Oberflächen und
ist in der Literatur ausführlich beschrieben (Briggs & Seah 1996).
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(a) Immobilisierung des RGD-Peptids.
F
Probe
Gegenelektrode
Stromschlüssel
Präpara-
tions- 
zelle
Bezugselektrode
3 mol l-1 
KCl
(b) Immobilisierung der P−AS.
Abbildung 3.2: Versuchsaufbau für die elektrochemisch gestützte Immo-
bilisierung des RGD-Peptids bzw. der P−AS.
Hier werden nur die wichtigsten Grundlagen dargestellt und eine
Fehlerabschätzung für die Quantifizierung der Spektren und die
Bestimmung der Peakpositionen bei der Peakentfaltung für die
eigenen Messungen vorgenommen.
Prinzip
Bei der XPS wird ausgenutzt, dass durch die Wechselwirkung
von charakteristischer Röntgenstrahlung mit Festkörperoberflä-
chen Rumpfelektronen aus der Oberfläche herausgelöst werden
(Photoelektronen). Deren kinetische Energie ist gemäß folgen-
der Gleichung abhängig von der Anregungsenergie (hν), ihrer
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Bindungsenergie (EB) und einer Übertragungsfunktion Φ, die
proben- und spektrometerabhängige Einflussgrößen beschreibt.
Ek = hν− EB −Φ (3.1)
Damit können bei bekannter Anregungsenergie die Bindungs-
energie der detektierten Elektronen ermittelt und dem Ursprungs-
element zugeordnet werden. Da die Ionisation eines Rumpfni-
veaus einen instabilen Zustand darstellt, wird das Orbital durch
ein Elektron aus einem höheren Orbital aufgefüllt. Dieser Prozess
erfolgt unter Energieabgabe, entweder in Form von elektromagne-
tischer Strahlung (charakteristische Röntgenstrahlung) oder durch
Transfer zu einem weiteren Elektron eines höheren Orbitals, das
dann als Augerelektron emittiert wird. Da die kinetische Energie
dieser Elektronen ähnlich der der Photoelektronen ist, werden sie
ebenfalls durch das Spektrometer detektiert.
Zur Anregung werden standardmäßig MgKα− (1253,6 eV) und
AlKα−Strahlung (1486,6 eV) benutzt, da sie relativ geringe Peak-
breiten bei 50% der maximalen Peakhöhe (FWHM) von 0,7 eV bzw.
0,85 eV aufweisen (Rivère 1996). Prinzipiell können auch mono-
chromatische Röntgen- oder Synchrotronstrahlung genutzt wer-
den, da beide eine sehr hohe Energieauflösung ermöglichen. Diese
Anregungsquellen sollen aber hier nicht berücksichtigt werden,
da sie in dieser Arbeit nicht verwendet wurden.
Aus der Beziehung zwischen Anregungsenergie und Bindungs-
energie ergeben sich zwei wesentliche Eigenschaften der Methode.
Zum einen wird für die einzelnen chemischen Elemente nur eine
begrenzte Anzahl von Atomorbitalen angeregt, so dass die Wahr-
scheinlichkeit für die Überlappung der Peaks unterschiedlicher
Elemente relativ gering ist. Zum anderen ist im relevanten Bereich
für die kinetischen Energien die Wahrscheinlichkeit der inelas-
tischen, mit Energieverlust verbundenen Wechselwirkung von
Photoelektronen mit Atomen der Probe sehr hoch, so dass ihre
mittlere freie Weglänge innerhalb eines Festkörpers auf wenige
Nanometer begrenzt ist. Dadurch ist die Oberflächenempfindlich-
keit des Verfahrens begründet.
Die Bindungsenergien von Photo- und Augerelektronen sind
außer von der Orbitalzugehörigkeit auch von der chemischen
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Abbildung 3.3: XPS-Übersichtsspektrum einer Titanoberfläche.
Umgebung des jeweiligen Elements abhängig, was sich in ei-
ner Peakverschiebung entsprechend des Bindungszustands von
einigen Zehntel bis zu mehreren Elektronenvolt äußert. Ist ein
Element in mehreren Bindungszuständen im Analysevolumen
präsent, können die überlagerten Peaks mittels Fitroutinen entfal-
tet werden. Üblicherweise verwendet man dafür Gauss-Lorentz-
Produktfunktionen, bei denen Position, FWHM, Höhe und Gauß-
anteil der Subpeaks die freien Parameter sind.
Interpretation der Spektren
In Abbildung 3.3 ist beispielhaft das Übersichtsspektrum einer
Titanoberfläche dargestellt. Auf der Abszisse wird die Bindungs-
energie üblicherweise absteigend und auf der Ordinate die Zähl-
rate der detektierten Elektronen als Intensität aufgetragen. Bei
der Identifizierung der Peaks anhand ihrer Position muss beson-
ders bei nicht leitenden Proben oder Deckschichten eine mögli-
che Aufladung der Oberfläche korrigiert werden. Dazu wird ein
Peak eines Hauptelements und mit diesem das gesamte Spek-
trum auf die zu erwartende Position verschoben. Dieses Vorgehen
setzt eine homogene Aufladung der Oberfläche voraus, wovon im
Falle nicht monochromatischer Anregung und homogener Deck-
schichten auch ausgegangen werden kann. Sehr häufig wird für
diese Aufladungskorrektur der Kohlenstoffpeak C1s benutzt, da
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Kohlenstoff auf nahezu allen Oberflächen in Form aliphatischer
Kohlenwasserstoffe als Kontamination vorkommt. Im vorliegen-
den Fall wurde diese Methode als unsicher eingestuft, da bei
immobilisierten Peptiden eine komplexere chemische Umgebung
für Kohlenstoff und damit Peakverschiebungen zu erwarten sind.
Deshalb wurde für die Aufladungskorrektur der Ti2p3/2-Peak auf
die Position von TiO2 (nach Moulder & Chastain (1995) 458,8 eV)
verschoben und anschließend eine Plausibilitätskontrolle anhand
des Kohlenstoff- und der metall-oxidischen Komponente des Sau-
erstoffpeaks vorgenommen.
Quantifizierung der Spektren
Für homogene Oberflächen ist die Atomkonzentration des Ele-
ments A (XA) nach Gleichung 3.2 von seiner Intensität IA abhän-
gig, die im Falle von XPS als die um den Untergrund korrigier-
te Peakfläche interpretiert wird. Die Untergrundkorrektur wird
meist nach dem iterativen Verfahren von Shirley (1972) durch-
geführt, das in der Regel über die Auswertesoftware verfügbar
ist.
XA =
IA/I
∞
A∑
i(Ii/I
∞
i )
(3.2)
I∞ entspricht den Intensitäten der Peaks für die reinen Ele-
mente und wird als Empfindlichkeitsfaktor bezeichnet. Generell
werden die Intensitäten der Spektren, unabhängig davon, ob es
sich um reine Elemente oder unbekannte Verbindungen handelt,
außer durch den Ionisationsquerschnitt als elementspezifischem
Faktor auch durch die geometrischen Bedingungen (Ort auf der
Oberfläche, Winkelverhältnisse), die Anregungs-Strahlstromdichte
und Spektrometerkenngrößen (Übertragungsfunktion, Spektro-
metereffektivität) beeinflusst. Deshalb sind die Absolutwerte der
Empfindlichkeitsfaktoren unbekannt. Allerdings existieren eine
Reihe von Datensätzen relativer Empfindlichkeitsfaktoren, die
durch Messungen an Standards bestimmt wurden (Seah 1980).
Außerdem werden Datensätze von den Instrumentenherstellern
bereitgestellt.
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Für die Quantifizierung unbekannter Proben sind damit drei
Vorgehensweisen möglich. In erster Näherung sollten die Daten-
sätze des Herstellers verwendet werden. Liefern diese inkonsisten-
te Resultate, müssen eigene Werte für I∞ durch Messungen auf
Standards bestimmt werden. Alternativ können veröffentlichte
Datensätze verwendet werden, wobei dann eine weitere Korrektur
der instrumentenspezifischen Faktoren notwendig ist.
Gleichung 3.2 ist streng genommen nur für homogen durch-
mischte Analysevolumina gültig. Diese Bedingung trifft für reale
Oberflächen selten zu und führt bei Schichten wie den hier un-
tersuchten zu Fehlern, da der Intensitätsverlust bei Elementen
aus größeren Tiefen durch die darüberliegenden Schichten nicht
berücksichtigt wird. Trotzdem kann diese Art der Quantifizierung
und damit die Korrektur einer Reihe von element- und instrumen-
tenspezifischen Faktoren für Zustände mit vergleichbarem Schicht-
aufbau benutzt werden, da in diesem Fall die Signalschwächung
für einzelne Elemente ähnlich sein sollte. Für die Bestimmung
von Schichtaufbauten ist es notwendig, Tiefenprofile aufzuneh-
men. Für zerstörungsfreie Messungen bis zu Gesamtdicken von
ca. 5 nm kann die Abhängigkeit der mittleren Austrittstiefe der
Elektronen vom Analysewinkel Θ, definiert als Winkel zwischen
Analysatorachse und Probennormale, ausgenutzt werden. Dazu
sind allerdings atomar ebene Proben erforderlich, wie sie z. B. bei
Waferoberflächen erreichbar sind.
Parameterwahl
Für die Messungen stand ein kombiniertes XPS/AES−Spektrometer
PHI 5700 (Physical Electronics) zur Verfügung. Es wurde nicht
monochromatische MgKα− oder AlKα−Strahlung verwendet. Von
allen Proben wurden Übersichtsspektren mit relativ geringer Ener-
gieauflösung und Messdauer aufgenommen, um die elementare
Zusammensetzung der Probenoberflächen zu bestimmen. Die
qualitative und quantitative Beurteilung der Beschichtungszustän-
de wurde anhand von höher aufgelösten Peaks der für Substrat
und Beschichtung relevanten Elemente Ti, O, C, N und P vor-
genommen. Die wichtigsten Messparameter sind in Tabelle 3.5
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zusammengefasst. Zur Auswertung wurde die Standardsoftware
des Geräteherstellers Multipak verwendet.
Nach dem Laden der Spektren wurden zunächst Satelliten-
peaks subtrahiert, die infolge der polychromatischen Anregung
(durch z. B. Kβ-Strahlung) entstehen. Anschließend erfolgte die
Aufladungskorrektur wie beschrieben. Nach der anschließenden
Identifikation der Peaks wurde die Quantifizierung der Spek-
tren inklusive der Untergrundkorrektur durchgeführt. Bei den
Elementspektren wurde abschließend eine Peakentfaltung vorge-
nommen, um komplexe chemische Umgebungen zu beurteilen.
Da für ein gemessenes Elementspektrum in der Regel mehrere
Datensätze angepasst werden können, wurden folgende Regeln
aufgestellt:
1. Ein gemessenes Spektrum wird durch die geringstmögliche
Anzahl von Peaks gefittet.
2. Gefittete Peaks müssen zugeordnet werden können.
3. Die FWHM kann nicht kleiner sein als die der Anregungs-
strahlung und sollte normalerweise > 1 eV betragen.
4. Einzelne Parameter werden erst fixiert, wenn anders kein
akzeptabler Fit erreicht werden kann.
5. Beziehungen zwischen Subpeaks, wie z. B. Positionsver-
schiebungen und Flächenverhältnisse bei Orbitalsplittings,
können genutzt werden.
Fehlerschätzung
Nachfolgend soll eine Abschätzung der Fehler für die Quanti-
fizierung der Spektren und der Reproduzierbarkeit bei der Be-
stimmung der Peakpositionen vorgenommen werden. Ersteres ist
wichtig für die Einschätzung des Beschichtungserfolgs, letzteres
ist notwendig, um die Bindungsverhältnisse in der Oberfläche im
Vergleich zu Literaturdaten zu beurteilen.
Für die Abschätzung des Quantifizierungsfehlers wurden eini-
ge Spektren dreimal ausgewertet. Die entsprechenden Mittelwerte
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sind mit ihren Standardabweichungen in Tabelle 3.6 zusammenge-
faßt. Demnach ist bei den Hauptelementen Ti, O und C mit einem
Quantifizierungsfehler von 1 – 2% zu rechnen. Für die Elemente
N und P, die in in z. T. geringen Konzentrationen auftreten, steigt
der Fehler stark an. Für N wurden Fehler von 5 – 14% und für P
von 1 – 30% ermittelt. Ursache für diese Schwankungen ist das
schlechtere Signal/Rausch-Verhältnis der Spektren. Das führt zu
Schwierigkeiten bei der Festlegung der Randpunkte für die Un-
tergrundkorrektur. Da aber besonders bei niedrigen Intensitäten
(kleine Peakflächen) die Untergrundkorrektur einen starken Ein-
fluss auf die berechnete Peakfläche hat, wirken sich Fehler auch
entsprechend auf die Konzentrationsbestimmung aus.
Bei der Analyse der chemischen Umgebungen der Elemente
muss zwischen der Bestimmung der Peakpositionen von Ein-
zelpeaks und der Entfaltung überlagerter Peaks unterschieden
werden. Bei der verwendeten Passenergie von 11,75 eV (vgl. Ta-
belle 3.5) beträgt die Peakbreite von Einzelpeaks 1,2 – 1,5 eV. Für
sich überlagernde Peaks wird daraus abgeschätzt, dass der Unter-
schied in ihrer Bindungsenergie in diesem Bereich liegen muss,
um sie zu entfalten.
Bei den Fits der Ti2p-Spektren entsprechend der auf Seite 58
beschriebenen Vorgehensweise (kurz: Satellitensubtraktion, auto-
matische Aufladungskorrektur mit Hilfe des gemessenen Ti2p3/2-
Peaks, Durchführung der Peakfits) wurde die Position des Ti2p3/2-
Peaks aller 56 gemessenen Spektren mit einer Bindungsenergie
von 458,80± 0,04 eV bestimmt. Lediglich bei einem Spektrum er-
gab sich eine deutliche Abweichung von −0,22 eV, was auf eine
Fehlinterpretation des gemessenen Peakmaximums bei der auto-
matischen Aufladungskorrektur zurückführbar war. Gleichzeitig
ergaben die Peakfits für die dem TiO2 zugeordnete Sauerstoffkom-
ponente eine Position von 530,26± 0,05 eV. Wurden die gefitteten
Peakpositionen noch einmal um die Abweichung des Ti2p3/2-
Peaks korrigiert, wurde für die TiO2-Komponente des Sauerstoffs
eine Position von 530,23± 0,03 eV bestimmt. Demnach führt die
gewählte Vorgehensweise bei der Auswertung der Spektren zu
einer ausgezeichneten Reproduzierbarkeit.
Ähnliche Ergebnissen wurden bei einem Vergleichsexperiment
(Unger et al. 2000) erzielt, an dem 27 Laboratorien verschiede-
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ner Länder teilnahmen. In dieser Studie wurden Al2O3, eine
Polyetherimid (PEI)-Dünnschicht und SrTiO3 als repräsentative
Vertreter nicht leitender Oberflächen hinsichtlich der reproduzier-
baren Bestimmung der Peakpositionen und damit der Methodik
für die Ladungskorrektur untersucht. Dabei zeigte sich eben-
falls eine sehr gute Reproduzierbarkeit der Peakpositionen von
Al2s, die sehr gut auflösbare Imidkomponente von C1s sowie
Sr3p3/2 bei Wiederholungsmessungen innerhalb der Laboratori-
en mit Standardabweichungen von 0,041 – 0,081 eV. Nur für den
N1s−Peak der Kaptonschicht betrug diese 0,148 eV. Im Vergleich
der Laboratorien untereinander verschlechterten sich diese Werte
auf 0,147 – 0,348 eV für Al2s, die Imidkomponente von C1s und
Sr3p3/2 sowie auf 0,521 eV für N1s.
Damit kann bei den eigenen Messungen von einer hohen Genau-
igkeit für die Bestimmung der Position gut aufzulösender Peaks
von < 0,15 eV ausgegangen werden. Im Vergleich mit Literatur-
und Datenbankwerten sind jedoch Abweichungen von 0,2 – 0,5 eV
möglich. Die Entfaltung stark überlagerter Peaks wird bereits
durch die Peakbreite der Anregungsstrahlung begrenzt.
3.4.2 Detektion radioaktiv markierter Nukleinsäuren auf Oberflächen
Messsystem auf Basis eines Oberflächensperrschicht-Detektors
Für die Bestimmung der Belegungsdichte radioaktiv markierter
Nukleinsäuren auf Oberflächen stand ein Spektrometersystem
auf Basis eines Oberflächensperrschicht- (PIPS)-Detektors der Fa.
Canberra/Ortec (USA) zur Verfügung. Bei PIPS-Detektoren wird
durch eine Bor-Dotierung ein pn-Übergang in Silizium erzeugt.
Geladene Partikel (z. B. α- oder β-Teilchen) erzeugen beim Durch-
gang durch die aktive Schicht Elektronen-Loch-Paare, die bei
Anlegen einer Vorspannung und entsprechender Verstärkung als
Spannungspuls detektierbar sind. Die Pulsspannung ist abhängig
von der Energie des Primärteilchen aber nicht proportional, da
Energiedissipation im Totvolumen (Eintrittsfenster des Detektors),
Rekombination von Elektronen-Loch-Paaren, Rückstreu- und elek-
tronische Effekte auftreten können (Steinbauer et al. 1994).
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Abbildung 3.4: Beispiele für die β-Spektren einer nicht radioaktiven Probe
und einer Probe mit immobilisiertem P−AS(5’-32P).
Eine Kalibrierung kann durch Standardquellen und Pulsge-
neratoren vorgenommen werden. Dies ist besonders bei der α-
Spektroskopie für die Identifizierung von Elementen von Bedeu-
tung. Da β−-Strahler ein kontinuierliches Spektrum über einen
weiten Energiebereich emittieren, wurde das Spektrometer so ein-
gestellt, dass ohne Rücksicht auf die Spektrenform eine möglichst
hohe Detektionseffizienz erreicht wird. Die Folge ist allerdings,
dass normalerweise diskriminiertes Rauschen des Systems bei
niedrigen Energien ebenfalls erfasst wird und durch Messung
einer nicht radioaktiven Probe berücksichtigt werden muss.
In Abbildung 3.4 sind die Spektren einer nicht radioaktiven
Probe (Untergrundspektrum) und einer Probe mit immobilisier-
tem P−AS(5’-32P) dargestellt. In beiden Fällen sind die Spektren
sehr ähnlich, nur die Zählraten unterscheiden sich deutlich und
das Untergrundspektrum hat sein Maximum bei etwas geringerer
Energie im Vergleich zur Probe mit immobilisiertem P−AS.
Da PIPS-Detektoren lichtempfindlich sind, wurden die Mes-
sungen in der in Abbildung 3.5 dargestellten abgeschlossenen
Messkammer durchgeführt. Der Detektor befindet sich im oberen
Bereich der Kammer und die Probe kann, auf einem Träger lie-
gend, in verschiedenen Höhen unter diesem positioniert werden.
Für eine hohe Detektionseffizienz muss sich die Probe möglichst
dicht am Detektor befinden (s. Absatz zur Messeffizienz auf der
folgenden Seite). Dadurch steigt allerdings das Risiko, dessen
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Abbildung 3.5: Messkammer des PIPS-basierten Spektrometers.
Oberfläche zu kontaminieren. Deshalb wurde eine Schutzfolie
zwischen Probe und Detektor platziert. Die Probe selbst wur-
de durch den in Abbildung 3.5 erkennbaren Messingring unter
dem Detektor zentriert. Als Nebeneffekt erhöhte sich dadurch die
Zählrate und damit die Messeffizienz, da vermutlich β−-Teilchen
im Ring rückgestreut wurden und / oder Sekundärelektronen
auslösten, die ebenfalls den Detektor erreichten. Während der
Messungen befand sich der Probenträger in Position 35 des Racks.
Zur Bestimmung der Belegungsdichte aus der gemessenen Zähl-
rate muss letztere um den Untergrundwert, die Messeffizienz und
die verstrichene Zerfallsdauer korrigiert werden.
untergrundkorrektur Die gemessenen Impulse für jede
Probe wurden bis zu einer Energie von 1400keV summiert, daraus
die Impulsrate bestimmt und diese um die mittlere Impulsrate
der an diesem Tag gemessenen Untergrundspektren korrigiert.
messeffizienz Unter dem Begriff Messeffizienz werden zwei
Einflüsse zusammengefasst, die nicht trennbar sind. Zum einen
ist bedingt durch die Geometrie der Messanordnung die auf der
Probe befindliche Aktivität nicht vollständig erfassbar. Dies wird
deutlich, wenn man zunächst einen Punktstrahler im Abstand r
unter dem Detektor betrachtet. Diese Quelle emittiert in einen
Kugelraum, von dem der Detektor ein Segment der Oberfläche
darstellt. Somit sollte die erfasste Aktivität proportional zu 1/r2
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steigen, woraus sich die oben angegebene Forderung nach einem
möglichst geringen Abstand der Probe zum Detektor begründet.
In jedem Fall ist aber die direkt detektierbare Aktivität 6 50%.
Bei kompakten Proben kann jedoch durch Rückstreu- und Sekun-
därelektronen ein Verstärkungseffekt auftreten, wie er für den
verwendeten Zentrierring nachgewiesen wurde.
Zum anderen muss berücksichtigt werden, dass die Anga-
ben des Zertifikats zur Aktivität der Lieferung fehlerbehaftet
sind. Die Aktivität der markierten Stränge wurde nach Auskunft
des Dienstleisters unter Ausnutzung des Tscherenkow-Effekts be-
stimmt und es muss mit einem Fehler von 10% gerechnet werden.
Der Tscherenkow-Effekt beschreibt die Emission elektromagneti-
scher Strahlung im blauen Spektralbereich, wenn sich geladene
Teilchen in einem Medium (z. B. Wasser) schneller als die Phasen-
geschwindigkeit des Lichts bewegen. Für den hochenergetischen
β−-Strahler 32P kann dieser Effekt zur Aktivitätsbestimmung aus-
genutzt werden.
Zur Bestimmung der Messeffizienz wurden bei jeder Lieferung
radioaktiver Stränge durch Auftropfen und Eintrocknen von je-
weils 100µl eines Adsorptions- bzw. Hybridisierungsansatzes Ka-
librierproben bekannter Aktivität hergestellt. Je nach Strang und
Charge betrugen die auf diese Weise ermittelten Messeffizienzen
21 – 49%.
zerfallskorrektur Die Halbwertszeit (t1/2) für 32P beträgt
14,26 Tage. Wegen dieser kurzen Zeitspanne muss die Aktivitäts-
minderung infolge des Zerfalls berücksichtigt werden. Jeder gelie-
ferten Charge markierter Stränge lag ein Zertifikat des Dienstleis-
ters bei, aus dem absolute Aktivität, spezifische Aktivität bezogen
auf die Stoffmenge des jeweiligen Strangs und das Referenzda-
tum, für das die Aktivitätsangabe gültig ist, hervorgingen. Da
beim Referenzdatum keine Uhrzeit angegeben war, wurde der
Referenzzeitpunkt auf 00:00Uhr des jeweiligen Datums festgelegt.
Die Korrektur erfolgte für die Aktivitäten des Stoffmengenansat-
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zes jeder Probe auf den minutengenau ermittelten Messzeitpunkt
entsprechend des Zerfallsgesetzes (Gleichung 3.3).
N(t) = N02
tZ
t1/2 (3.3)
mit
N(t) Aktivität am Zeitpunkt t
N0 Aktivität am Referenzzeitpunkt
tZ Zerfallsdauer
t1/2 Halbwertszeit
Digitale Speicherfolientechnik (Phosphorimager)
Die digitale Speicherfolientechnik ist ein bildgebendes Verfahren,
bei dem der fotografische Film durch eine Speicherfolie ersetzt
wird. Diese Folien bestehen aus europiumdotierten Bariumhaloge-
nidkristallen (BaFBr:Eu2+), die in eine organische Matrix eingebet-
tet sind (Amemiya & Miyahara 1988). Beim Durchgang energie-
reicher Strahlung (z. B. Röntgen-, ultravioletter oder β-Strahlung)
werden Eu2+-Ionen zu Eu3+-Ionen weiter ionisiert. Die in das
Leitungsband der Kristalle injizierten Elektronen werden durch
Bariumleerstellen im lokal angeregten Zustand gehalten und bil-
den das latente Abbild. Sie relaxieren erst durch Bestrahlung mit
einer Wellenlänge von 630nm, wobei Licht mit einer Wellenlänge
von 390nm emmitiert wird. Stimulation und Auslesen des emit-
tierten Lichts erfolgen ortsaufgelöst in entsprechenden Scannern.
Vorteile gegenüber der analogen Filmtechnik sind der hohe Dy-
namikumfang (105), die sehr gute Linearität des Signals, das sehr
geringe Rauschen und nicht zuletzt die Wiederverwendbarkeit
der Bildplatten (Johnston et al. 1990). Bei dem für diese Arbeit
genutzten PhosphorImager SI (Molecular Dynamics) beträgt die
durch die Scannerhardware bedingte maximale laterale Auflösung
50nm. Durch die verwendeten Speicherfolien wurde die laterale
Auflösung jedoch auf > 100µm begrenzt.
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3.4.3 Biochemische und zellbiologische Untersuchungen
Die enzymgekoppelten Immunadsorptionstests (ELISA) und Zell-
adhäsionstests zur Immobilisierung und Stabilität des RGD-Pep-
tids wurden aus zwei Gründen am Firmenstandort der Biomet
Deutschland GmbH durchgeführt. Zum einen wurde der für das
zyklische RGD-Peptid spezifische ELISA-Antikörper aus patent-
rechtlichen Erwägungen nicht freigegeben. Zum anderen standen
bei der Biomet Deutschland GmbH für beide Methoden etablierte
Testprotokolle zur Detektion des Peptids auf unterschiedlichen
Oberflächen zur Verfügung. Da diese Protokolle auf Proben ver-
schiedener Arbeitsgruppen angewendet wurden, sind die eigenen
Ergebnisse mit denen von z. B. Kantlehner et al. (1999), Kantlehner
et al. (2000), Dahmen (2003), Pallu et al. (2005) sowie Auernheimer
(2005) nahezu direkt vergleichbar.
Der ELISA ist ein immunologisches, auf einer enzymatischen
Farbreaktion beruhendes, zweistufiges Nachweisverfahren (Stryer
& Pfeiffer 1994, S. 65). Die peptidbeschichteten Oberflächen wer-
den zunächst mit dem für das zyklische Peptid spezifischen pri-
mären Antikörper und anschließend mit peroxidase-konjugiertem
sekundären Antikörper inkubiert, wobei letzterer spezifisch an
den primären Antikörper bindet. Nach Zugabe eines Substrats
(chromogene Substanz in reduzierter Form und H2O2 enthal-
tend) katalysiert die Peroxidase die Oxidation der chromogenen
Substanz, woraus ein Farbumschlag resultiert. Die Menge an ge-
bundener Peroxidase steht in Beziehung zum Substratumsatz
innerhalb eines definierten Zeitraums und kann photometrisch
bestimmt werden. Der Nachweis ist somit semiquantitativ.
Bei einigen der Versuche wurde als Positivkontrolle für den
Test durch Biomet ein Referenz-Beschichtungssystem mitgeführt,
bei dem ein Referenzpeptid bestehend aus der zyklischen RGD-
Sequenz und Thiolanker ohne Spacer an mit Rinderserumalbumin
(BSA)-beschichtete Multischalen adsorbiert wird. Die bei diesen
Kontrollen ermittelten Kurven für den Absorptionswert der Test-
lösung bei 450nm (ELISA-Signal) in Abhängigkeit von der Pep-
tidkonzentration in der Beschichtungslösung sind in Abbildung
3.6a dargestellt. Für das Kontrollsystem ist eine Peptidkonzentra-
tion von > 10−8 mol l−1 im Adsorptionselektrolyten notwendig,
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(b) Besiedlungseffizienz von MC3T3-E1-Zellen.
Abbildung 3.6: Detektierbarkeit eines Referenzpeptids auf BSA in Ab-
hängigkeit von der Peptidkonzentration in der Beschichtungslösung als
Positivkontrolle für ELISA und Zelladhäsion.
um gebundenes Peptid nachzuweisen. Ab 10−6 mol l−1 erfolgt
der Übergang in eine Sättigung. Die Absolutwerte der Serien
unterschieden sich allerdings deutlich.
Bei einem der drei Zelladhäsionsexperimente wurde das Refe-
renzsystem ebenfalls als Positivkontrolle mitgeführt (Abbildung
3.6b), und erbrachte ein ähnliches Ergebnis hinsichtlich der Abhän-
gigkeit von der Peptidkonzentration in der Beschichtungslösung
wie die ELISA-Kontrollen.

4E X P E R I M E N T E L L E E R G E B N I S S E
4.1 elektrochemisch gestützte immobilisierung
des rgd-peptids
4.1.1 Vorgehensweise
Bei den Untersuchungen zur elektrochemisch gestützten Immo-
bilisierung des RGD-Peptids lag der Schwerpunkt auf dem Ein-
fluss der elektrochemischen Parameter auf die immobilisierte
Peptidmenge, dessen biologischer Aktivität sowie auf die Sta-
bilität der Bindung zwischen Oberfläche und Peptid. Proben
mit adsorbiertem Peptid dienten als Referenzzustand. Wie be-
reits in Abschnitt 3.1 erwähnt, wurde bei diesen Experimenten
ausschließlich die Legierung TiAl6V4 verwendet. Aufgrund der
Zusammensetzung des Peptids und des zunächst hauptsächlich
verwendeten Messverfahrens XPS waren bei der Festlegung der
Ausgangsparameter einige Randbedingungen zu berücksichtigen.
pufferauswahl Da die Immobilisierung des Peptids an der
Oberfläche über die Phosphonatankergruppen erfolgen sollte,
mussten phosphatfreie Puffer verwendet werden, um eine Kon-
kurrenzsituation zu vermeiden. Das bedeutet, dass Vergleiche der
Wechselwirkung bei verschiedenen, weit auseinanderliegenden
pH-Werten auch in unterschiedlichen Puffern oder in ungepuf-
ferten Elektrolyten erfolgen mussten, da nur phosphatgepufferte
Elektrolyte aufgrund der drei Protonierungsstufen der Phosphor-
säure einen sehr weiten pH-Bereich abdecken.
Das Arbeiten in ungepufferten Elektrolyten ist nur bei Adsorp-
tion möglich und muss kritisch bewertet werden, da der pH-Wert
nur schwierig einstellbar ist und besonders bei geringen Volumi-
na, wie sie bei Adsorption aus einem Tropfen verwendet werden,
leicht pH-Verschiebungen auftreten können, die zudem nicht kon-
trollierbar sind. Bei anodischer Polarisation muss in gepufferten
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Elektrolyten gearbeitet werden, um den pH-Abfall vor der Elek-
trode zu begrenzen (vgl. Unterabschnitt 2.1.2).
Aus diesen Gründen wurden 0,05mol l−1 Boratpuffer für pH-
Werte von ca. 7,4 und 0,05mol l−1 Acetatpuffer bei einem pH-Wert
von 4,0 als Standardpuffer verwendet. Für die Stabilitätstests wur-
den die Proben in boratgepufferter, 0,154mol l−1 NaCl-Lösung
bei 37 ◦C gelagert. Es wurde in proteinfreier Lösung gearbeitet,
um die Adsorption von Proteinen während der Auslagerung zu
vermeiden, da deren ähnliche funktionelle Gruppen und damit
spektrale Merkmale die Detektierbarkeit des Peptids mittels XPS
erschweren würde.
peptidkonzentration Das Adsorptionsverhalten und die
Erkennbarkeit des Peptids durch den spezifischen Antikörper im
ELISA bei verschiedenen Spacern und auf unterschiedlichen Ober-
flächen war bereits im Vorfeld relativ gut untersucht, da diese
Tests für verschiedene Arbeitsgruppen bei der Biomet Deutsch-
land GmbH durchgeführt wurden (vgl. Unterabschnitt 3.4.3). Auf-
grund dieser Vorkenntnisse wurden für die Peptidkonzentration
in der Adsorptionslösung der Bereich von 10−7 – 10−4 mol l−1 als
sinnvoll erachtet und die maximale zu verwendende Konzentra-
tion mit 10−4 mol l−1 festgelegt. Allerdings war bei dieser Kon-
zentration keine elektrochemisch gestützte Immobilisierung mit
stufenweiser Polarisation nach Schema A (vgl. Tabelle 4.1) mög-
lich. Sowohl die Stromdichte-Zeit-Kurven in Abbildung 4.1a als
auch die REM-Aufnahmen in Abbildung 4.1b deuten auf das Auf-
treten von Lochfraß hin. Deshalb wurde für die elektrochemisch
gestützte Immobilisierung eine maximale Peptidkonzentration
von 10−5 mol l−1 verwendet.
parameter für die anodische polarisation Die Wahl
der Polarisationsparameter erfordert eine Abwägung verschiede-
ner, zum Teil gegensätzlicher Einflussgrößen. Es müssen Entschei-
dungen über den Polarisationsmodus (z. B. ps, gs), die Polarisati-
onsdauer, das Potential und die Abschaltbedingungen (z. B. Zeit,
erreichtes Potential oder Ladungsdichte) getroffen werden.
Als entscheidend wurde zunächst das erreichte Potential ange-
sehen, da darüber die Dicke der anodisch erzeugten Oxidschicht
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Abbildung 4.1: Elektrochemisch gestützte Immobilisierung von P1a aus
10−4 mol l−1 Lösung in Boratpuffer (pH 7,4) mit Schema A.
eingestellt und somit nach dem in Abbildung 2.4 dargestellten
Modell die Einbautiefe bestimmt wird. Dieser Parameter lässt
sich am einfachsten über die ps Polarisation einstellen. Allerdings
nimmt mit steigender Polarisationsdauer das Ausmaß der Sauer-
stoffentwicklung und damit die Radikalbildung zu, sodass ent-
sprechende Nebenwirkungen bis hin zur Schädigung des Peptids
auftreten können. Außerdem ist initial, bedingt durch die hohe
Anfangsstromdichte, auch mit einem sehr hohen pH-Abfall vor
der Elektrode zu rechnen.
Durch gs Polarisation mit hohen Stromdichten kann eine hohe
Faradayeffizienz für die Oxidschichtbildung sichergestellt werden.
Allerdings ist die notwendige Ladungsdichte bis zum Erreichen
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eines Zielpotentials sehr stark von der individuellen Probenober-
fläche abhängig, wodurch die Einstellung der Schichtdicke er-
schwert werden kann. Der Begriff „hohe Stromdichte“ ist relativ
zu sehen und wird durch die Oberflächeneigenschaften der Probe
und das Zielpotential bestimmt.
Weiterhin muss die Möglichkeit berücksichtigt werden, dass
sich durch die Schaffung neuer Oxidoberfläche während der ano-
dischen Polarisation die Belegungsdichte des Peptids erhöht. Ist
die während der anfänglichen Adsorptionsphase erreichte Oberflä-
chenbelegung relativ gering und die neu gebildete Oxidoberfläche
somit zugänglich für weitere Ankergruppen, können zusätzliche
bioaktive Moleküle adsorbieren und bei der weiteren Verdickung
ebenfalls partiell eingebaut werden. Für diesen Zweck eignet sich
die gs Polarisation gut, da permanent neue Oberfläche geschaffen
wird. Durch potentiodynamische Polarisation oder stufenförmige
Erhöhung des Potentials mit oder ohne Polarisationspausen zwi-
schen den Stufen kann aber ein analoger Effekt erreicht werden.
Bei dichter Packung der adsorbierten Moleküle ist jedoch keine
Erhöhung der Belegungsdichte zu erwarten. Sollte die Adsorption
der Ankergruppen an der Oberfläche durch Kontamination, wie
z. B. Kohlenwasserstoffe, erschwert sein, kann eine der Adsorp-
tion vorgeschaltete Konditionierung der Oberfläche bei niedrigem
anodischen Potential zur Schaffung neuer, hydroxylierter Oxid-
oberfläche führen.
Aufgrund dieser Überlegungen wurden die in Tabelle 4.1 zu-
sammengefassten Parameter für die anodische Polarisation ausge-
wählt. In den Abbildungen 4.2 und 4.3 sind außerdem für jeden
Polarisationsmodus Potential-Zeit- oder Stromdichte-Zeit-Kurven
dargestellt, die das beobachtete Spektrum an Kurvenverläufen
wiedergeben.
Bei gs Polarisation mit niedrigen Stromdichten (Abbildung 4.2a)
treten die größten Streuungen in den Kurven auf. Bei niedrigen
Stromdichten sind die Bedingungen für die Formierung anodi-
scher Oxidschichten ungünstiger und die Sauerstoffentwicklung
als Parallelreaktion (vgl. Unterabschnitt 2.1.2) wird befördert. Da-
mit können sich individuelle Unterschiede einzelner Proben hin-
sichtlich ihres Oberflächenzustands stärker auswirken und führen
offensichtlich zu den beobachteten Unterschieden, bis hin zum
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Modus Parameter
galvanostatisch Polarisation bei Sollstromdichte bis zum Er-
reichen des Zielpotentials oder der maxima-
len Ladungsdichte
potentiostatisch Polarisation bei Sollpotential für 100 s
Schema A stufenweise ps Polarisation von 1 – 4VSCE, je
100 s mit ∆U = 1VSCE und Ruhepotential zwi-
schen den Stufen
Schema B stufenweise ps Polarisation von 1 – 4VSCE,
je 100 s mit ∆U = 1VSCE ohne Ruhepotenti-
al zwischen den Stufen
Schema C Konditionierung bei 2VSCE, 100 s ohne Pep-
tid, stufenweise ps Polarisation mit Peptid
bei 3 und 4VSCE, je 100 s mit Ruhepotential
zwischen den Stufen
Tabelle 4.1: Parameter für die anodische Polarisation bei der Immobilisie-
rung des RGD-Peptid.
Verfehlen des gewünschten Zielpotentials (4VSCE in Abbildung
4.2a). Bei einer höheren Stromdichte von 1mA cm−2 treten noch
deutliche Unterschiede in den Potential-Zeit-Kurven auf, aber das
Zielpotential von 8VSCE wurde sicher erreicht (Abbildung 4.2b).
Die Stromdichte-Zeit-Kurven bei ps Polarisation unterscheiden
sich lediglich beim Übergang in den stationären Bereich (Abbil-
dung 4.2c).
Bei stufenweiser Polarisation mit Polarisationspause zwischen
den Stufen (Schema A) sind generell höhere stationäre Stromdich-
ten beim Endpotential zu beobachten, als bei einstufiger Polari-
sation bei gleichem Potential (Abbildung 4.3a), bei Polarisation
nach Schema B (Abbildung 4.3b) sind diese nur leicht erhöht. Eine
Konditionierung der Oberflächen bei 2VSCE und anschließender
zweistufiger Polarisation mit Pause zwischen den Stufen führt
zu gleichmäßigen Kurvenverläufen analog denen bei einstufiger
Polarisation (Abbildung 4.3c).
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Abbildung 4.2: Beispiele für Potential-Zeit- bzw. Stromdichte-Zeit-Kurven
bei einstufiger anodischer Polarisation zur Immobilisierung des RGD-
Peptids (10−5 mol l−1 Peptid in 0,04mol l−1 Acetatpuffer (pH 4,0)).
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(b) Polarisation nach Schema B.
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Abbildung 4.3: Beispiele für Stromdichte-Zeit-Kurven bei mehrstu-
figer anodischer Polarisation zur Immobilisierung des RGD-Peptids
(10−5 mol l−1 Peptid in 0,05mol l−1 Boratpuffer (pH 7,4)).
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4.1.2 XPS-Messungen
Elementare Zusammensetzung der Oberflächen
In diesem Unterabschnitt werden die Ergebnisse der Übersichts-
spektren vorgestellt und damit eine Dokumentation der qualitati-
ven und quantitativen Zusammensetzung der Probenoberflächen
vor und nach der Beschichtung mit dem RGD-Peptid sowie nach
Lagerung in boratgepufferter, 0,154M NaCl-Lösung (pH 7,4) für
bis zu 33Tage vorgenommen.
zustände ohne peptid Nach Reinigung der Proben wurden
je eine Oberfläche der Legierung TiAl6V4 und eine auf Silizium
aufgebrachten Ti-Sputterschicht untersucht. Als Referenzzustand
für das adsorbierte sowie elektrochemisch immobilisierte Peptid
wurden die Proben für 10min in peptidfreien Adsorptionspuffer
getaucht bzw. eine anodische Oxidschicht analog zu den Proben
mit Peptid aufgebracht. Anhand der Übersichtsspektren wurde
festgestellt, dass auf allen Proben Titan und Sauerstoff als Be-
standteile der Luftpassiv- bzw. anodischen Oxidschicht sowie
Kohlenstoff und Stickstoff als Kontamination vorhanden waren.
Auf den Ti-Sputterschichten wurde ein relativ hoher Anteil an
Fremdelementen von bis zu 3Atom-% detektiert. Dieser bestand
hauptsächlich aus F, Ca sowie Spuren von Na, P, S und Pb.
Bei den Luftpassivschichten (2 Proben) und anodischen Oxid-
schichten (7 Proben) der Legierung TiAl6V4 war neben Ti auch
Al als Legierungsbestandteil mit einer Konzentration von ca.
2Atom-% vorhanden. Vanadium wurde im Einklang mit den
Angaben in Unterabschnitt 2.1.2 auf Seite 8 nicht detektiert, wobei
eine Identifizierung erschwert ist, da im Bindungsenergiebereich
von V auch ein Sauerstoff-Satellitenpeak auftritt. Auf der gereinig-
ten Legierungsprobe waren weiterhin Zn, S und Ca nachweisbar,
von denen ersteres der mechanischen Präparation der Oberflä-
chen mit einer zinkhaltigen Polierpaste durch die Fa. Hegedüs
zugeordnet werden kann.
Auf den anodischen Oxidschichten wurden häufig Spuren von
Cl, in zwei Fällen Na und auf jeweils einer Probe Si und Pb
detektiert. Zwei Proben wiesen einen deutlich wahrnehmbaren
Phosphorgehalt von 0,4Atom-% bzw. 0,7Atom-% auf. Bei den
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Elementspektren, die ein besseres Signal-Rausch-Verhältnis auf-
wiesen, konnte Phosphor auf den Oberflächen von 5 der 7 Proben
nachgewiesen werden (vgl. Angaben zur Quantifizierung der
Elementspektren auf den Folgeseiten).
adsorption und immobilisierung Nach Adsorption bzw.
elektrochemisch gestützter Immobilisierung wurden hauptsäch-
lich die Elemente Ti, O, Al, C, N und P detektiert, die in der Oxid-
schicht und dem Peptid enthalten sind. Außer diesen Elementen
traten häufig Cl und Na als Fremdelemente auf. Die Gesamtkon-
zentration der Fremdelemente betrug maximal 0,5Atom-%, außer
bei zwei Proben. Auf der ersten, mit aus 10−4 mol l−1 Lösung
adsorbiertem Peptid, wurde eine Konzentration von 2,4Atom-%
an Fremdelementen berechnet. Der Hauptanteil bestand dabei aus
Fluor (1,3Atom-%). Weitere Elemente waren Si, Ca, Cl, S und Pb.
Auf der zweiten Probe mit 1,5Atom-% Fremdelementen wurden
Si (0,8Atom-%), Cl (0,6Atom-%) und Na (0,1Atom-%) detektiert.
Beide Proben stammen aus den ersten Adsorptions- und Immobi-
lisierungsexperimenten, nach denen aufgrund dieser Befunde für
den Ansatz der Puffer in den folgenden Versuchen Chemikalien
höherer Reinheit verwendet wurden.
auslagerung Nach Lagerung der Proben in boratgepuffer-
ter, 0,154M NaCl-Lösung (pH 7,4) bei 37 ◦C zwischen 7 und 33
Tagen nahm die Konzentration an Fremdelementen sowohl bei
Proben mit immobilisiertem RGD-Peptid als auch bei den Refe-
renzproben deutlich zu. Neben den bereits genannten Elementen
wurde auf 10 von 17 Oberflächen Kupfer in Konzentrationen
von 0,1 – 0,7Atom-% und häufig Na (0,1 – 3,1Atom-%) detektiert,
wobei keine Abhängigkeit von der Lagerungsdauer feststellbar
war. Die Gesamtkonzentration an Fremdelementen betrug 0,4 –
7,0Atom-%, korrelierte aber nicht mit der Auslagerungsdauer.
Quantifizierung der Elementspektren
adsorption an ti/si-sputterschichten Die Adsorption
von Peptid P1 wurde zunächst an den Titansputterschichten un-
tersucht. Die geringe Rauhigkeit dieser Oberflächen ermöglicht
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Abbildung 4.4: Atomkonzentrationen der mit den Elementspektren er-
fassten Elemente nach Adsorption von P1a aus boratgepufferter Lö-
sung (pH = 7,5) mit verschiedenen Peptidkonzentrationen an Ti/Si-
Sputterschichten.
winkelaufgelöste Messungen und damit Aussagen zur Orientie-
rung der adsorbierten Moleküle auf der Oberfläche.
In Abbildung 4.4 werden die Atomkonzentrationen der mit den
Elementspektren erfassten Elemente nach Reinigung, Lagerung
im Adsorptionspuffer (pH 7,4) für 10min und Adsorption bei
Peptidkonzentrationen von 10−6 – 10−4 mol l−1 verglichen.
Nach Lagerung im Adsorptionspuffer als Referenzzustand für
die Adsorption des Peptids wurde mit 2,3Atom-% eine etwas
geringere Konzentration des für das Peptid relevanten Markerele-
ments N im Vergleich zum Zustand nach Reinigung (2,8Atom-%)
bestimmt. Auf die anderen Elemente hat die Lagerung im Ad-
sorptionspuffer nur einen geringen bis gar keinen Einfluss.
Mit steigender Peptidkonzentration in der Adsorptionslösung
nahmen auch die Konzentrationen der Markerelemente N und P
kontinuierlich zu. Bei 10−4 mol l−1 P1 wurden für N das 2,5-fache
des Zustands nach Reinigung und für P das 4,5-fache erreicht.
Die Atomkonzentrationen von Ti und O verringerten sich absolut
um ca. 3Atom-% bei 10−5 mol l−1 und 10−4 mol l−1 Peptid in der
Adsorptionslösung. Bei C konnte ein leichter Anstieg verzeichnet
werden. Bei einer Konzentration des Peptids von 10−6 mol l−1
wurden keine Änderungen der Atomkonzentrationen von Ti und
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C gegenüber dem Referenzzustand beobachtet, die von O verrin-
gerte sich leicht.
Für die weiteren Untersuchungen ergibt sich, dass der Erfolg
der Beschichtung anhand der Markerelemente N und P des Pep-
tids abgeschätzt werden kann. Aufgrund der bereits hohen C-
Konzentration vor der Beschichtung ist dieses Element dafür
nicht geeignet. Tendenziell wird die erwartete Zunahme der Ober-
flächenkonzentration für Peptidkonzentrationen von 10−5 mol l−1
und 10−4 mol l−1 aber bestätigt. Die verringerte Oberflächenkon-
zentration von O bei steigender Peptidkonzentration in der Ad-
sorptionslösung korreliert mit dessen geringerem Anteil im Pep-
tid im Vergleich zu anderen möglichen Quellen wie der Pas-
sivschicht, Oberflächenhydroxylgruppen und gebundenem Was-
ser. Der Verlauf der Titankonzentration deutet darauf hin, dass
bei 10−6 mol l−1 P1 in der Adsorptionslösung keine ausreichende
Bedeckung der Oberfläche erreicht wird, um das Ti-Signal stärker
als durch die vorhandene Kontaminationsschicht zu schwächen.
Dies geschieht dann bei 10−5 mol l−1 und 10−4 mol l−1 P1 in ver-
gleichbarem Ausmaß. Eine Sättigung der Oberfläche lässt sich
allerdings nicht ableiten, da die Verläufe der Stickstoff- und Phos-
phorkonzentrationen dem widersprechen. Auf Versuche mit noch
höheren Peptidkonzentrationen wurde aus ökonomischen Grün-
den verzichtet.
Für die winkelaufgelösten XPS- (ARXPS)-Messungen wurde die
Probe mit der höchsten Peptidkonzentration und -belegung ver-
wendet. In Abbildung 4.5 ist der Verlauf der ermittelten Profile
dargestellt. Um eine direkt vergleichbare Darstellung zu erreichen,
wurden die berechneten Atomkonzentrationen auf die maximale
Konzentration des jeweiligen Elements normiert. Es zeigt sich,
dass erwartungsgemäß Ti und O aber auch Pb bei niedrigen
Analysatorwinkeln zunehmen, also tieferen Bereichen der Ober-
fläche zuzuordnen sind. Allerdings weist das Sauerstoffprofil bei
streifendem Winkel einen leichten Anstieg auf. Kohlenstoff ist
aufgrund seines Profils, wie zu erwarten war, als Oberflächenkom-
ponente einzuordnen. Die Profile von N und P haben beide ihr
Maximum bei einem Winkel von 60°, bei dem auch der Anstieg
des Pb-Profils flacher wird. Dabei steigt das N-Profil tendenzi-
ell von großen Winkeln ausgehend bis zum Maximum eher an,
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Abbildung 4.5: Normierte Atomkonzentrationen der mit den Element-
spektren erfassten Elemente in Abhängigkeit vom Analysatorwinkel auf
einer Ti/Si-Sputterschicht nach Adsorption von P1a aus 10−4 mol l−1
Lösung (Bezugsgröße: maximale Elementkonzentration).
fällt aber danach stärker ab als das P-Profil. Obwohl dieser Effekt
sehr schwach ausgeprägt ist, könnte er auf eine entsprechende
Position des Phosphors nahe der ehemaligen Grenzfläche Luft-
passivschicht/Elektrolyt hinweisen.
Prinzipiell lassen sich aus solchen Messungen durch die Anpas-
sung entsprechender Modelle Angaben über den Schichtaufbau,
wie z. B. die Schichtdicke oder die Orientierung der adsorbierten
Moleküle, ableiten. Dieser Versuch wird hier aber nicht unter-
nommen, da aufgrund des großen Kontaminationsanteils keine
zweifelsfreie Zuordnung der ermittelten Parameter zur Peptidbe-
schichtung möglich wäre.
elektrochemisch gestützte immobilisierung In Abbil-
dung 4.6 sind die Atomkonzentrationen der mit den Element-
spektren erfassten Elemente nach elektrochemisch gestützter Im-
mobilisierung von P1a aus 10−5 mol l−1 Lösung mit stufenweiser
Polarisation nach Schema A sowie einstufiger Polarisation bei
2VSCE bzw. 4VSCE für jeweils 100 s dargestellt. Für den Referenz-
zustand wurden alle anodischen Oxidschichten zusammengefasst.
Bei den Markerelementen für das Peptid war auf diesen Proben
Phosphor mit 0,1Atom-% nur an der Nachweisgrenze detektier-
bar und Stickstoff mit ca. 0,7Atom-% vertreten.
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Abbildung 4.6: Atomkonzentrationen der mit den Elementspektren er-
fassten Elemente nach Immobilisierung von P1a aus 10−5 mol l−1 Lösung
in 0,05mol l−1 Boratpuffer bei pH 7,4 (graue Ziffern: Anzahl der Pro-
ben für den entsprechenden Zustand; Referenz: Zusammenfassung der
entsprechenden Oxidschichten).
Gegenüber dem Referenzzustand werden nach Immobilisierung
des Peptids analog zur Adsorption eine Verringerung der Kon-
zentrationen von Titan und Sauerstoff um bis zu 15% beobachtet,
aber kaum eine Erhöhung der Kohlenstoffkonzentration. Deut-
lich höhere Konzentrationen im Vergleich zum Referenzzustand
wurden für Stickstoff und Phosphor gemessen, wobei die Steige-
rung bei einstufiger Polarisation mit 4VSCE mit 3,6Atom-% bzw.
1,1Atom-% am höchsten ausfällt. Bei stufenweiser Polarisation
nach Schema A und einstufiger Polarisation mit 2VSCE wurden
Konzentrationen von 2,8± 0,6Atom-% bzw. 3,1Atom-% für N
und identische Konzentrationen für P von 0,58± 0,08Atom-%
bestimmt.
Wird berücksichtigt, dass ein Peptidmolekül 4 P-, 85 C-, 42 O-
und 17 N-Atome enthält, sollte die Immobilisierung des Peptids
bei einer Zunahme der Phosphorkonzentration von ca. 0,5Atom-%
(stufenweise Polarisation nach Schema A) zu einer Steigerung der
Konzentrationen von C, O und N von ca. 11, 5 bzw. 2Atom-%
führen. Für N wird dieser Wert bei stufenweiser Polarisation nach
Schema A sowie einstufiger Polarisation bei 2VSCE annähernd
erreicht, bei einstufiger Polarisation bei 4VSCE und für die ande-
ren Elemente nicht. Bei O ergibt sich sogar eine negative Tendenz.
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Das bestätigt die Rolle von N und P als Markerelemente des
Peptids. Für die Verhältnisse bei den anderen Elementen, deren
Konzentration bereits im Ausgangszustand sehr hoch ist, müs-
sen Effekte berücksichtigt werden, für die eine Betrachtung der
Peakform notwendig ist. Zu diesen Effekten zählen die Verdrän-
gung von Oberflächenspezies durch das Peptid während dessen
Adsorption, Änderungen des vertikalen Schichtaufbaus in der
Oberfläche (führt möglicherweise zu veränderter Schwächung der
Photoelektronen tiefer liegender Elemente) sowie Hydroxylierung
der Oberfläche oder Adsorption von Wasser an der Oberfläche.
auslagerungsexperimente Die Lagerung der Proben in
boratgepufferter, 0,154mol l−1 NaCl-Lösung bei pH 7,4 und 37 ◦C
für bis zu 33Tage führt, wie in Abbildung 4.7 gezeigt, zu ge-
gensätzlichen Verläufen der Atomkonzentrationen für Ti und O
einerseits sowie C und N andererseits. Nach einer initialen Pha-
se mit weitestgehend konstanten Konzentrationen innerhalb der
ersten 7 – 10 Tage fallen die Konzentrationen von Ti und O, wäh-
rend die von C und N steigen. Dabei treten bei Ti, O sowie C
kaum Unterschiede zwischen den Verläufen peptidbeschichteter
und Referenzproben auf. Bei N sind die anfänglichen Konzentra-
tionen der Referenzproben deutlich niedriger und gleichen sich
mit steigender Lagerungsdauer denen der peptidbeschichteten
an. Die Konzentration von Pb steigt bei peptidbeschichteten und
Referenzproben mit der Lagerungsdauer an. Die Phosphorkon-
zentration bleibt bei den Referenzproben innerhalb der ersten
10Tage konstant und steigt erst für lange Lagerungsdauern an.
Bei peptidbeschichteten Proben ist innerhalb der ersten 10Tage
ein Rückgang der P-Konzentration von ca. 50% zu beobachten.
Bei längeren Lagerungsdauern ergibt sich ein uneinheitliches Bild,
es ist aber tendenziell mit einer Zunahme der Konzentration zu
rechnen.
Chemische Umgebungen der mit den Elementspektren erfassten Elemente
Für die Analyse der chemischen Umgebung der mit den Element-
spektren erfassten Elemente werden zunächst noch einmal die
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Abbildung 4.7: Atomkonzentrationen der mit den Elementspektren erfass-
ten Elemente nach Lagerung der Proben in boratgepufferter, 0,154mol l−1
NaCl-Lösung (pH 7,4) (graue Symbole: Proben ohne Peptid).
ARXPS-Messungen auf der Ti-Sputterschicht mit adsorbiertem Pep-
tid herangezogen, da in diesen alle spektralen Merkmale1 tiefen-
aufgelöst enthalten sind und dieser Oberflächenzustand bereits
repräsentativ für alle untersuchten Zustände ist. Die hierbei ge-
wonnenen Fitparameter wurden auch als Vorlage für die weiteren
Untersuchungen verwendet. Die gemessenen Spektren der einzel-
nen Regionen sind in Abbildung 4.8 für alle Analysatorwinkel
vergleichend gegenübergestellt. In der Darstellung wurden die
Spektren nach Satelliten- und Aufladungskorrektur auf Intensitä-
ten von 0 – 1 normiert. Nachfolgend werden die Elementregionen
einzeln in aufsteigender Komplexität analysiert.
1 Der Begriff Merkmal wird hier für spektrale Formen (Peaks, Schultern, Subpeaks)
verwendet, die ohne eine numerische Entfaltung erkennbar sind. Gefittete Peaks
werden als Komponenten bezeichnet. Wenn Merkmale und Komponenten über-
einstimmen, wird der letztere Begriff bevorzugt.
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Abbildung 4.8: Normierte Spektren der mit den Elementspektren er-
fassten Elemente nach Adsorption von P1a aus 10−4 mol l−1 Lösung
an einer Ti/Si-Sputterschicht in Abhängigkeit vom Analysatorwinkel
(Normierung: Min – Max = 0 – 1).
region ti2p Die Region Ti2p wird durch zwei gut aufgelöste
Peaks bestimmt, die den Ti2p3/2- und Ti2p1/2-Orbitalen zuge-
ordnet werden können. Bei keinem Analysatorwinkel gibt es Hin-
weise auf weitere Komponenten. Beim höchsten Analysatorwinkel
von 85° ist das Spektrum wegen der geringen Analysetiefe bereits
stark verrauscht aber immer noch gut auswertbar.
Da aufgrund der in Unterabschnitt 2.1.2 besprochenen physi-
kalisch−chemischen Oberflächeneigenschaften von Titanwerkstof-
fen für Ti in der Oberfläche mit hinreichender Sicherheit TiO2
4.1 immobilisierung des rgd-peptids 85
als Hauptkomponente angenommen werden kann, wurde der
Ti2p3/2-Peak für die Aufladungskorrektur benutzt (vgl. Unter-
abschnitt 3.4.1 auf Seite 56), indem vor den Peakfits der Peak
auf die theoretische Position von 458,80 eV (Moulder & Chastain
1995) verschoben wurde und nach Auswertung aller Regionen die
gefitteten Positionen aller Peaks noch einmal um die Abweichung
des gefitteten Ti2p3/2-Peaks korrigiert wurden. Die zugrunde
liegende Annahme wurde zusätzlich dadurch gestützt, dass die
Separation zwischen Ti2p3/2 und Ti2p1/2 für die durchgeführten
Peakfits aller Proben 5,68± 0,01 eV beträgt, und damit sehr gut
mit dem Wert von 5,7 eV bei Moulder & Chastain (1995) überein-
stimmt.
region n1s Das Spektrum der Region N1s besteht aus einem
Einzelpeak bei einer Bindungsenergie von ca. 400 eV. Für die
Analysatorwinkel von 75 – 15° wurde eine einheitliche Position
von 400,20± 0,02 eV bestimmt. Bei 85° war der Peak leicht auf
400,34 eV verschoben.
Wird diese Fitvorlage auf die kompakten Legierungsproben an-
gewendet, ergibt sich die in Tabelle 4.2 dargestellte Situation. Nach
Adsorption bzw. elektrochemisch gestützter Immobilisierung ist
die Peakposition ca. 0,15 eV höher als bei den Referenzproben.
Lagerung in NaCl-Lösung führt bei peptidbeschichteten und Re-
ferenzproben zu einer Verschiebung der Peakposition in Richtung
höherer Bindungsenergie und zu einer Angleichung für beide
Zustände bei ca. 400,40 eV. Wie Abbildung 4.9 zu entnehmen ist,
erfolgt die Angleichung der Peakposition der Referenzproben an
die der peptidbeschichteten sehr schnell, die weitere Verschiebung
kontinuierlich und für beide Zustände synchron mit steigender
Auslagerungsdauer.
Eine Peakposition von ca. 400,3 eV ist typisch für organisch
gebundenen Stickstoff, für den nach Briggs (1996) eine Vielzahl
funktioneller Gruppen im Bereich 399 – 401 eV liegen, während
oxidierte Stickstoffgruppen, wie z. B. ONO2 oder NO2, Bindungs-
energien im Bereich 407 – 408 eV aufweisen. Tabelle 4.3 enthält
eine Zusammenstellung von Literaturwerten für organisch gebun-
denen Stickstoff, die eine relativ gute Übereinstimmung mit den
hier ermittelten Daten zeigt. Das trifft insbesondere auf die Werte
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Zustand Peakposition in eV Peakbreite in eV
Referenz
Nach Präparation 400,16± 0,07 2,16± 0,02
Nach Auslagerung 400,39± 0,06 1,7± 0,1
P1 adsorbiert oder immobilisiert
Nach Präparation 400,32± 0,03 1,9± 0,1
Nach Auslagerung 400,40± 0,06 1,7± 0,2
Tabelle 4.2: Peakpositionen und -breiten von N1s.
von Porte-Durrieu et al. (1999) und Cattani-Scholz et al. (2008) für
die im zyklischen Peptid vorkommende Bindung O−C−N−C−O
mit Positionen von 400,4 eV bzw. 400,6 eV zu. Eine zusätzliche
Onlinerecherche in der XPS-Datenbank des National Institute of
Standards and Technology (NIST), Version 3.5 (Wagner et al. 2007)
im Oktober 2009 ergab, dass die Bindungsenergien (BE) für Nitride
396 – 397 eV, Nitrite 402 – 405 eV und Nitrate 407 – 408 eV betragen.
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Abbildung 4.9: Peakpositionen von N1s in Abhängigkeit von der Lage-
rungsdauer in boratgepufferter, 0,154mol l−1 NaCl-Lösung.
4.1 immobilisierung des rgd-peptids 87
Referenz Position Zuordnung
in eV
Tyler (1997) 399 R3N
400 O−C−N2, N−COO
Porte-Durrieu et al. 398,9 CNH2
(1999) 399,6 O−C−NH2
400,1 Bindung an O
400,4 O−C−N−C−O
Cattani-Scholz et al.
(2008)
400,6 O−C−NO−C−O (arom.), PNA
Dettin et al. (2009) 399,6 CNH2
399,9 Amide
401,7 CNH+3
Tabelle 4.3: Literaturwerte für Peakpositionen von N1s.
85°
75°
60° 
45°
15°
N
or
m
ie
rt
e 
In
te
n
si
tä
t
0
1
0,2
0,4
0,6
0,8
Bindungsenergie in eV
130134138142146
P2p
Abbildung 4.10: Peakform von P2p
(Ausschnitt aus Abbildung 4.8).
region p2p In dieser Re-
gion bestimmen drei Einzel-
peaks bei ca. 134 eV, 139 eV
und 144 eV das Spektrum in
Abbildung 4.10. Die Kompo-
nente 1 (134 eV) ist bei allen
Analysatorwinkeln nachweis-
bar, wenn auch oberflächen-
nah (bei großen Winkeln) nur
noch schwach. Die Kompo-
nenten 2 und 3 bei 139 eV
bzw. 144 eV sind oberflächen-
nah nicht nachweisbar. Mit kleiner werdendem Winkel steigen
ihre Intensitäten im Vergleich zur Komponente 1 an und bei 15°
(substratnah) ist die Intensität der Komponente 2 größer als die
der Komponente 1. Bei einigen Proben nach Auslagerung musste
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Zustand Peakposition in eV
Ti-Sputterschicht
ohne Peptid 134,0± 0,1
Peptid adsorbiert 133,48± 0,03
TiAl6V4 nach Präparation
ohne Peptid 133,7± 0,2
mit Peptid 133,61± 0,09
TiAl6V4 nach Auslagerung
ohne Peptid 133,7± 0,2
mit Peptid 133,6± 0,2
Tabelle 4.4: Peakpositionen für P2p.
noch eine vierte Komponente an der Flanke von Komponente 1
mit einem Abstand von −4,2± 0,2 eV zur Komponente 2 gefittet
werden.
Nach Wagner (1996), Briggs & Seah (1996) S. 639 ff. und Moul-
der & Chastain (1995) können die Komponente 1 P2p-Elektronen
und die Komponenten 2 und 3 dem Pb4f7/2- bzw. Pb4f5/2-
Niveau zugeordnet werden. Für die Komponenten 2 und 3 können
Phosphorverbindungen ausgeschlossen werden, da nach Wagner
(1996) und Wagner et al. (2007) Bindungsenergien für P2p im
Bereich 136 – 145 eV nur für Phosphor-Halogen-Verbindungen in
der Gasphase und bei tiefgekühlten Pulvern auftreten, für die
es im vorliegenden Fall keine Anhaltspunkte gibt. Die Kompo-
nente 4 könnte einem Pb-Satellitenpeak zugeordnet werden, da
deren Auftreten eher mit hohen Intensitäten für Komponente 2
korrelliert.
Die ermittelten Positionen für Phosphor aller untersuchten Zu-
stände sind in Tabelle 4.4 zusammengefasst. Demnach kann die
Position für Zustände mit adsorbiertem bzw. immobilisiertem Pep-
tid bei Standardabweichungen von 0,03 – 0,09 eV sehr gut reprodu-
ziert werden. Bei den Referenzproben und allen Zuständen nach
Auslagerung verschlechtert sich die Reproduzierbarkeit deutlich.
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Referenz Position Zuordnung
in eV
Wagner et al. (2007) 133,1 – 134,3 Organophosphorver-
bindungen
133,8 Kalziumhydrogenphos-
phat
134,3 Phosphonsäure
Moulder et al. (1995) 128,5 – 130 Phosphide
Baunack et al. (1998) 128,6 TiP
Hanawa & Ota (1992) 133,4 PO3–4
134,4 HPO2–4
135,4 H2PO
–
4
Gawalt et al. (1999) 133,0 Alkylphosphonat
Tosatti et al. (2002) 134,0 C−O−P(−O)(O–)2
Viornery et al. (2002) 133,6 Phosphonate
Marino et al. (2004) 133,4 – 133,5 anodische Oxidschicht
in Phosphatpuffer
Zorn et al. (2005) 133,8 Alkylphosphonat
Durmaz (2006) 133,1 Alkylphosphonat
Ferreira et al. (2006) 133,5 anodische Oxidschicht
in H3PO4
Körösi et al. (2007a) 133,5 Ti-PO4 Sol-Gel
Körösi et al. (2007b) 134,0 Ti-PO4 Sol-Gel
Spori et al. (2007) 134,2 Alkylphosphat
Zorn et al. (2007) 133,8 Alkylphosphonat-
Peptid
Fan et al. (2008) 133,8 Ti-PO4 Sol-Gel
Tabelle 4.5: Literaturwerte für Peakpositionen von P2p.
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Referenz Position Zuordnung
in eV
Pederson et al. 138,0± 0,3 PbO
(1982) 137,7± 0,3 PbO2
137,6 – 138,6 Pb3O4
137,8± 0,2 PbS
138,2/138,4/139,3 PbS2O3/PbSO3/ PbSO4
139,1/139,4 PbI2/PbF2
138,2/139,3/139,8 (C6H5)x−Pby
(x=4/3/2, y=0/1/2)
Wagner et al. 139 PbTiO3
(2007) 139 PbCl2
139,3 Pb(NO3)2
138,9 Pb(C2H3O2)2
Tabelle 4.6: Literaturwerte für Peakpositionen von Pb4f7/2.
Das deutet auf zusätzliche Kontamination durch phosphorhaltige
Verbindungen insbesondere während der Auslagerung hin. Eine
Trennung der Anteile ist wegen ihrer identischen Peaklage nicht
möglich. Ein Vergleich der ermittelten Peakpositionen mit den
Literaturwerten in Tabelle 4.5 zeigt, dass sowohl Phosphor- als
auch Phosphonsäure-Verbindungen im relevanten Bindungsener-
giebereich liegen. Für Phosphide werden deutlich geringere Werte
6130 eV erwartet. Die hier gemessenen Daten stimmen gut mit
den Angaben von Viornery et al. (2002), Zorn et al. (2005) und
Zorn et al. (2007) überein.
Die Position des Peaks Pb4f7/2 beträgt für alle Proben, auf
denen Blei nachweisbar war, 139,0± 0,1 eV und der Abstand zwi-
schen Pb4f7/2 und Pb4f5/2 4,8± 0,2 eV. Werden nur die Proben
mit deutlichem Bleianteil (in der Regel nach Auslagerung) berück-
sichtigt, verbessert sich die Reproduzierbarkeit noch einmal und
es werden eine Position von 138,93± 0,04 eV für Pb4f7/2 und eine
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Peakseparation von 4,85± 0,03 eV erhalten. Vergleicht man diese
Peakposition mit Literaturwerten (Tabelle 4.6) erscheint ein Vorlie-
gen in Form von PbO oder PbO2 unwahrscheinlich. Im näheren
Bindungsenergiebereich treten einige Bleisalze, Pb3O4 aber auch
PbTiO3 sowie organische Bleiverbindungen auf.
Die Quelle für die Bleikontamination konnte nicht eindeutig
geklärt werden. Durch Verwendung hochreiner Ausgangschemika-
lien (z. T. suprapur, Merck) für den Ansatz der Puffer wurde aber
erreicht, dass Pb nach Adsorption bzw. Immobilisierung nicht
mehr oder allenfalls in Spuren nachweisbar war. Während der
Auslagerungsexperimente stieg die Bleikonzentration allerdings
im Zuge der generellen Zunahme an Verunreinigungen auf den
Oberflächen mit der Lagerungsdauer an (vgl. Abbildung 4.7 sowie
Abildungen B.2 und B.3 in Anhang B). Für die Untersuchungen
in vivo ergibt sich aus diesem Befund jedoch keine Einschränkung,
da bei dem für diese Experimente maßgeblichen Zustand der
Oberflächen nach Immobilisierung durch die Pufferumstellung
Pb unterhalb der Nachweisgrenze war.
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Abbildung 4.11: Peakform von C1s
(Ausschnitt aus Abbildung 4.8).
region c1s Das Spektrum
der Region wird durch drei
Merkmale gekennzeichnet
(Abbildung 4.11). Der Peak
hat sein Maximum bei annä-
hernd 285 eV, eine Schulter
bei 286 – 287 eV und ein 2. lo-
kales Maximum bei 288 eV.
Die Entfaltung des gemes-
senen Spektrums wurde mit
4 Komponenten vorgenom-
men, da im Bereich des 2. Ma-
ximums zwei Komponenten benötigt wurden, um die Peakbreite
unter 2 eV zu halten. Hauptsächlich in diesem Bereich sind auch
Unterschiede in den Spektren bei den verschiedenen Analysator-
winkeln zu erkennen. In Oberflächennähe (bei Analysatorwinkeln
von 85° und 75°) ist das 2. Maximum schwächer ausgeprägt als
bei den anderen Winkeln. Die höchste Intensität in diesem Be-
reich tritt bei einem Winkel von 15° (substratnah) auf. Im Bereich
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Komponente Peakposition in eV bei Proben
ohne Peptid mit Peptid
ARXPS-Messungen
1 285,17± 0,02
2 286,52± 0,02
3 288,1± 0,2
4 289,1± 0,1
Ti-Sputterschicht
1 285,15± 0,02 285,16± 0,08
2 286,58± 0,05 286,63± 0,08
3 288,2± 0,1 288,15± 0,08
4 289,3± 0,1 289,1± 0,1
TiAl6V4 nach Präparation
1 285,08± 0,07 285,17± 0,02
2 286,6± 0,1 286,63± 0,07
3 288,0± 0,4 288,2± 0,3
4 289,2± 0,1 289,2± 0,1
TiAl6V4 nach Auslagerung
1 285,28± 0,07 285,26± 0,07
2 286,80± 0,02 286,73± 0,02
3 288,4± 0,1 288,3± 0,2
4 289,6± 0,2 289,4± 0,2
Tabelle 4.7: Peakpositionen von C1s.
der Schulter sind kaum Unterschiede zwischen den Spektren bei
den unterschiedlichen Analysatorwinkeln erkennbar. Allenfalls
dem Spektrum bei 75° kann die niedrigste Intensität zugeordnet
werden.
Analog zu den vorigen Regionen sind die ermittelten Peakpo-
sitionen der Komponenten in Tabelle 4.7 zusammengefasst. Drei
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Referenz Verschiebung Zuordnung
in eV
Briggs (1996) Sauerstoff
1,5 Verschiebung pro Bindung
±0,4 durch X in C*−O−X
0,9 X = C−NO2
0,7 – 0,8 C*−C(O)OH
Stickstoff
0,2 C*−N(CH3)2
0,6 C*−NH2
1,8 C*−NCO/C*−NO2
1,4 für beide C in H2C−C−−N
Wagner (1996) −3,4 TiC
4,5/6,2 Na2C
*O3/C
*O2
Wampler et al.
(2008)
0,0 C*−C im Peptid
0,3 C*−C durch Kontamination
0,3 C*−O, C*−N
3,3 Amide
4,2 C*−N3
Tabelle 4.8: Literaturwerte für die durch Liganden verursachte Peakver-
schiebung von C1s im Vergleich zur C−C- oder C−H-Bindung. (Das
betrachtete C-Atom ist markiert (*). Um die Übersichtlichkeit zu verbes-
sern, wurden nur die betrachteten Bindungen eingezeichnet.)
Spektren von Legierungsproben ohne Peptid (anodische Oxid-
schichten) wurden ohne Komponente 3 gefittet, da für diese keine
vernünftigen Parameter ermittelt wurden. Die Position des Haupt-
peaks bei 285,08 – 285,17 eV lässt sich wiederum innerhalb eines
Zustands sehr gut reproduzieren und die Unterschiede zwischen
den Zuständen sind gering. Nur nach Auslagerung ist wie beim
N1s-Peak eine leichte Verschiebung der Peakpositionen (insbeson-
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Konzentrationsänderung in Atom-%
1 2 3+4
Erwartungswert 3 4 2
nach Adsorption 5,6 3,3 1,3
nach Immobilisierung 0,4± 10,0 2± 1 2± 1
Tabelle 4.9: Änderung der Atomkonzentrationen der Komponenten von
C1s nach Adsorption / Immobilisierung gegenüber dem Referenzzustand
und Vergleich mit dem Erwartungswert.
dere bei den Komponenten 1 und 2) um 0,1 – 0,2 eV zu höheren
Bindungsenergien erkennbar.
Zur Identifikation der Komponenten wurden in Tabelle 4.8 wie-
der Literaturdaten zusammengestellt, allerdings als Peakverschie-
bung relativ zur Position für C1s von 285,0 eV, die charakteristisch
für die Bindung an C oder H ist und häufig als Referenzwert be-
nutzt wird (Briggs 1996). Für den vorliegenden Fall sind Sauerstoff
und Stickstoff die wichtigsten zu analysierenden Bindungspartner.
Von den 85 C-Atomen pro Peptidmolekül können 35 eindeutig
der Komponente 2 (C−O, C−NH−CO und C(NH)2), 25 der Kom-
ponente 1 und 15 den Komponenten 3 und 4 (Amid, Carboxyl)
zugeordnet werden. Für die verbleibenden 10 C-Atome sind BE
zwischen den zugeordneten Komponenten zu erwarten.
Eine Abschätzung der zu erwartenden Konzentrationsänderun-
gen für die Komponenten, wie sie für die Gesamtkonzentrationen
in Unterabschnitt 4.1.2 auf Seite 81 vorgenommen wurde, ergibt,
dass die einzelnen Komponenten ebensowenig sensitiv auf die
Adsorption und Immobilisierung des Peptids reagieren wie die
Gesamtkonzentration des C1s-Peaks.
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Abbildung 4.12: Peakform von O1s
(Ausschnitt aus Abbildung 4.8).
region o1s Das in Abbil-
dung 4.12 dargestellte Spek-
trum der Region O1s ist das
komplexeste und gleichzei-
tig das einzige, dessen Peak-
form sich in Abhängigkeit
vom Analysatorwinkel deut-
lich ändert und damit auf
eine sich in vertikaler Rich-
tung verändernde Schichtzu-
sammensetzung der Oberflä-
che hinweist. Es können drei
Komponenten unterschieden werden. Bei einem Analysatorwinkel
von 15° dominiert ein Peak bei 530 eV mit einer lang abfallenden
Schulter zu höheren BE. Bei 85° befindet sich der Hauptpeak bei
ca. 533 eV. Eine weitere Komponente ist bei Analysatorwinkeln
von 45° und 60° als Schulter mit einer BE von ca. 532 eV erkennbar,
die bei 75° gleichwertig dem Peak bei 530 eV ist. Nachfolgend
werden die Komponenten wieder in der Reihenfolge steigender
BE nummeriert.
Zur Entfaltung der Spektren und Erzeugung der Fitvorlage für
alle anderen Zustände wurde die Winkelabhängigkeit der Spek-
tren wie folgt ausgenutzt: Zuerst wurde die Komponente 1 im
Spektrum von 15° gefittet. Position und Peakbreite wurden in
das Spektrum von 85° übernommen und fixiert, um Komponente
3 anzupassen. Der Fit für die Komponente 2 erfolgte im Spek-
trum von 60° mit fixierten Positionen für Komponenten 1 und
3. Anschließend wurden alle Spektren nochmals mit allen drei
Komponenten gefittet, ohne die absolute Position einer Kompo-
nente einzuschränken. Allerdings musste der Abstand zwischen
den Komponenten 1 und 3 fixiert werden, um eine Dominanz
der Komponente 2 bei Winkeln von 15 – 60° zu verhindern. Die
nach Anwendung dieser Vorlage auf alle Zustände erhaltenen
Peakpositionen sind in Tabelle 4.10 aufgeführt und können mit
den Literaturwerten in Tabelle 4.11 verglichen werden.
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Zustand Peakpositionen der Komponenten in eV
1 2 3
ARXPS-Messungen auf Ti-Sputterschicht
530,20 531,51 532,61
Ti-Sputterschicht
ohne Peptid 530,21± 0,03 531,54± 0,02 532,72± 0,02
mit Peptid 530,20± 0,02 531,51± 0,02 532,70± 0,02
TiAl6V4 nach Präparation
ohne Peptid 530,29± 0,02 531,7± 0,3 532,80± 0,02
mit Peptid 530,27± 0,02 531,7± 0,2 532,78± 0,02
TiAl6V4 nach Auslagerung
ohne Peptid 530,29± 0,01 531,59± 0,08 532,79± 0,01
mit Peptid 530,28± 0,02 531,6± 0,2 532,8± 0,1
Tabelle 4.10: Peakpositionen von O1s.
Die Komponente 1 kann demnach TiO2 zugeordnet werden,
was zusätzlich dadurch gestützt wird, dass das Verhältnis der
aus Komponente 1 berechneten Sauerstoffkonzentration und aus
der Titankonzentration mit 2,1± 0,1 dem theoretischen Wert von
2 sehr nahe kommt. Bei Komponente 2 ergibt sich eine relativ
gute Übereinstimmung mit den Daten von Zorn et al. (2007)
bezüglich P−O, P−O−Ti und C−O, von Sargeant et al. (2008)
für TiOH sowie von Dettin et al. (2009) für TiOH und C−O. Die
Komponente 3 kann in Verbindung gebracht werden mit P−O−H
(Zorn et al. 2007), hydratisiertem Titanoxid und basischen OH-
Gruppen (Sargeant et al. 2008) sowie adsorbiertem Wasser (Dettin
et al. 2009). Die Angaben zur Peakposition von der im Spacer
erwarteten Bindung C−O−C bei Zorn et al. (2007) sind für die
Komponente 3 zu hoch, passen aber zu denen von Tyler (1997)
für Etherbindungen.
Die Gegenüberstellung des Erwartungswertes für die Atom-
konzentrationen der Komponenten (unter der Annahme, dass die
vorgenommene Zuordnung der Peptidstruktur die Verhältnisse
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Referenz Position Zuordnung
in eV
Tyler et al. (1997) 532,3 – 532,6 Ether
532,0 Ester (= O)
533,6 Ester (−O)
Zorn et al. (2007) 530,1 TiO2
531,9 P−O, P−O−Ti, C−O
533,0 P−O−H
533,65 C−O−C
Sargeant et al. (2008) 529,9 TiO2
530,7 – 531,4 TiOH
533,0 hydr. Ti, bas. OH, Ti-O-Si
Dettin et al. (2009) 530,2 TiO2
532,0 Ti−OH, C−O,
533,1 (H2O)ads
Tabelle 4.11: Literaturwerte für Peakpositionen von O1s.
an der Oberfläche widerspiegelt) und der berechneten Werte in
Tabelle 4.12 zeigt, dass wiederum kein eindeutiger Zusammen-
hang zwischen Komponenten und Peptidstruktur feststellbar ist.
Das deutet darauf hin, dass die ermittelten Komponenten des
Sauerstoffpeaks zum Großteil durch die Belegung der Oberflä-
che mit OH-Gruppen (531 – 532 eV) und Wasser (533 eV) bestimmt
werden.
Zusammenfassung der XPS-Messungen
Mittels XPS konnte anhand der Konzentrationen der Markerele-
mente P und N gezeigt werden, dass das Peptid sowohl nach
Adsorption als auch nach elektrochemisch gestützter Immobili-
sierung an der Oberfläche gebunden vorliegt. Adsorption und
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Zustand Konzentration der
Komponenten in Atom-%
1 2 3
Erwartungswert
für P−O−H 2,6 2,6
für P−O−Ti 3,6 1,6
ohne Peptid
Adsorptionspuffer 31 9 8
anodische Oxidschicht 37± 4 6± 1 4± 2
mit Peptid
Adsorption 25 11 10
nach Immobilisierung 29± 5 7± 1 4± 1
Tabelle 4.12: Atomkonzentrationen der Sauerstoffkomponenten im Ver-
gleich zum Erwartungswert für das Peptid (Erwartungswert: erwar-
tete Erhöhung der Konzentrationen der Komponenten entsprechend
der Strukturformel des Peptids und den Angaben in Tabelle 4.11, un-
ter Berücksichtigung von Physisorption (P−O−H) oder Chemisorption
(P−O−Ti)).
elektrochemisch gestützte Immobilisierung können bei einem pH-
Wert von 7,4 durchgeführt werden.
Vergleichbare Konzentrationen an P und N wurden bei stufen-
förmiger Polarisation nach Schema A und einstufiger Polarisation
mit 2VSCE für 100 s erreicht. Durch einstufige Polarisation mit
4VSCE für 100 s konnten höhere Konzentrationen für Phosphor
und Stickstoff erzielt werden, wobei dabei die bei den vorher
genannten Bedingungen vorhandene Proportionalität beider Ele-
mente verloren geht. Ursachen dafür können eine Schädigung des
Peptids, Änderungen des Schichtaufbaus der Oberfläche oder Ver-
drängung von ursprünglich als Kontamination auf der Oberfläche
vorhandenen Stickstoffverbindungen sein.
Die ARXPS-Messungen deuten darauf hin, dass der Phosphor
der Ankergruppen eher mit der Substratoberfläche und Stickstoff
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eher mit oberflächennahen Schichten assoziiert ist. Die Analyse
wurde insgesamt erschwert durch den relativ hohen, kontamina-
tionsbedingten Kohlenstoffanteil. Vor allem nach den Auslage-
rungsexperimenten wurde auf den Oberflächen Blei detektiert,
das wegen seines großen Ionisationsquerschnitts auch in sehr
geringen Konzentrationen ein deutlich wahrnehmbares Spektrum
in der Region P2p aufweist.
Aus der Entfaltung des O1s-Spektrums kann auf einen relativ
hohen Anteil an OH-Gruppen und gebundenem Wasser in der
Oberfläche geschlossen werden, durch die die Signale der Sauer-
stoffgruppen im Peptid maskiert werden. Das wird auch in den
Spektren nach Auslagerung deutlich, bei denen die Intensitäten
dieser Komponenten zunehmen (vgl. Anhang B).
Bei Lagerung der Proben in boratgepufferter, 0,154mol l−1 NaCl-
Lösung bei pH 7,4 und 37 ◦C kann das Peptid bis zu einer La-
gerungsdauer von ca. 7Tagen sicher nachgewiesen werden. Bei
längeren Lagerungszeiten sind wegen des Anstiegs des generellen
Kontaminationsniveaus keine Aussagen mehr möglich.
4.1.3 ELISA-Messungen
Nachdem die Immobilisierung des Peptids durch XPS prinzipiell
nachgewiesen wurde, sollte die biochemische Verfügbarkeit der
zyklischen RGD-Kopfgruppe nach Immobilisierung und Ausla-
gerung mittels ELISA überprüft und gleichzeitig das Spektrum
der Immobilisierungsparameter erweitert werden. Im Einzelnen
wurden die Einflüsse der Elektrolytzusammensetzung sowie elek-
trochemischer Parameter (Potential, Polarisationsmethode) unter-
sucht und die Aktivität des Peptids nach Adsorption, Immobili-
sierung und Auslagerung für verschiedene Immobilisierungspara-
meter verglichen. Ein weiterer wichtiger Punkt, der im Hinblick
auf die tierexperimentellen Untersuchungen geklärt werden sollte,
war die Sterilisierbarkeit der Proben mit immobilisiertem Peptid.
Einfluss des Elektrolyts und der elektrochemischen Parameter
In Abbildung 4.13 sind die ELISA-Werte für Proben mit adsorbier-
tem Peptid und nach mehrstufiger Immobilisierung nach Sche-
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Citrat Acetat Na2SO4 0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
Borat Borat
Immobilisierung nach Schema C
Immobilisierung
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1,0
 Peptid P1b  Peptid P2a 
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(pH = 7,4)
A  45
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Abbildung 4.13: ELISA-Werte für Adsorption und Immobilisierung aus
verschiedenen Elektrolyten (A450nm: Absorption der Testlösung bei
einer Wellenlänge von 450nm).
ma C (vgl. Tabelle 4.1 auf Seite 73) in verschiedenen Elektrolyten
dargestellt. Bei Verwendung von Na2SO4 und Acetatpuffer bei
einem pH-Wert von 4,0 wurden im Vergleich zur Verwendung
von Boratpuffer bei einem pH-Wert von 7,4 ca. 25% höhere ELISA-
Werte erreicht. Reine Adsorption in Boratpuffer resultiert in einem
ELISA-Wert von nur ca. 1/3 im Vergleich zur Immobilisierung im
selben Elektrolyt. Dieses Ergebnis ist besonders beachtenswert, da
die Proben für diesen Versuch getaucht wurden, also die gesamte
Oberfläche benetzt wurde und nicht nur eine Deck- und die Man-
telfläche wie bei der Immobilisierung (vgl. Abschnitt 3.3). Auch
wenn im ELISA die Unterseite der Proben nur eingeschränkt für
Antikörper und Reagenzien zugänglich ist, sollte ein deutlicher
Beitrag dieser Fläche zu erwarten sein. Der große Unterschied zwi-
schen den ELISA-Werten bei Adsorption und bei Immobilisierung
wird im folgenden Unterabschnitt ausführlicher behandelt.
Ebenso auffällig ist, dass vergleichbar niedrige ELISA-Werte wie
bei Adsorption in Boratpuffer auch bei Immobilisierung in Ci-
tratpuffer (pH 4,0) bestimmt wurden. Dieser Befund deutet auf
eine Wechselwirkung zwischen Puffer und Oberfläche hin, die
wahrscheinlich elektrostatischer Natur ist. Zitronensäure weist
drei Protonierungsstufen auf, wobei pKS1 bei 3,09 liegt (Willmes
2001, S. 298). Bei pH = 4, 0 sollte sie also einfach negativ geladen
sein, was eine Wechselwirkung mit der nach Unterabschnitt 2.1.2
4.1 immobilisierung des rgd-peptids 101
2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 5,0 6,0
0,0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
Potential in VSCE
Potentiostatisch
 A 45
0 nm
0,0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
 25 
mA
s 
 25 
mA
s 
Stromdichte in µA cm -2
2009292
Galvanostatisch
 
  A 4
50 n
m
 12,
5 m
As 
(a) Peptidkonzentration 3× 10−6 mol l−1.
4 8 150,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
1,4
1,6
Potential in VSCE
Potentiostatisch
 A 45
0 nm
1 0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
1,4
1,6
25 m
As
Stromdichte in mA cm -2
Galvanostatisch
   A 4
50 n
m
(b) Peptidkonzentration 10−5 mol l−1.
Abbildung 4.14: Einfluss der Polarisationsbedingungen auf die Detektier-
barkeit des Peptids nach Immobilisierung (Elektrolyt: Acetatpuffer pH
4,0).
leicht positiv geladenen Oberfläche ermöglicht. Daraus ergibt sich
offensichtlich eine starke Konkurrenzsituation zwischen Peptid-
ankergruppe und Zitronensäure.
Bei Immobilisierung in 0,05mol l−1 Acetatpuffer mit einer Pep-
tidkonzentration von 3× 10−6 mol l−1 ist im Potentialbereich von
2,0 – 6,0VSCE keine Änderung der Detektierbarkeit des Peptids
mittels ELISA erkennbar (Abbildung 4.14a).
Ein weiteres Experiment wurde mit einer Peptidkonzentration
von 10−5 mol l−1 durchgeführt (Abbildung 4.14b). Die elektroche-
misch gestützte Immobilisierung erfolgte mit Potentialen von 4,
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8 und 15VSCE bei ps Polarisation sowie mit einer Stromdichte
von 1mA cm−2 bei gs Polarisation (25mA s, 8VSCE). In diesem
zweiten Experiment konnte der vorherige Befund prinzipiell be-
stätigt werden, allerdings war der Wert für die galvanostatisch
polarisierten Proben 10% niedriger als der für die mit gleichem
Potential von 8VSCE potentiostatisch polarisierten Proben.
Adsorption versus Immobilisierung
Für die Darstellung in Abbildung 4.15 wurden die Verhältnisse
der ELISA-Werte von Proben mit adsorbiertem und immobilisier-
tem Peptid gebildet und zu Gruppen gleicher Parameter zusam-
mengefasst. Die für die Unterscheidung der Gruppen relevanten
Parameter sind hervorgehoben. Gruppe 1 beinhaltet die Daten
der in Boratpuffer präparierten Proben aus Abbildung 4.13. Bei
den ersten beiden Gruppen wurden die Proben für die Adsorp-
tion, wie bereits im vorherigen Unterabschnitt beschrieben, in die
peptidhaltige Lösung getaucht, bei den letzten beiden Gruppen
wie für die elektrochemische Behandlung in die Multischalen
eingeklebt. Aus der Abbildung 4.15 lässt sich entnehmen, dass:
• bei pH = 7, 4 deutlich mehr Peptid durch elektrochemisch
gestützte Immobilisierung gebunden werden kann als durch
Adsorption (Gruppe 1),
• durch Absenkung des pH-Werts auf 4,0 die Adsorption des
Peptids befördert werden kann (Gruppe 1 im Vergleich zu
Gruppe 2),
• für die Peptide P1b und P2a die Belegungsdichte nach
Adsorption geringer sein muss als nach elektrochemisch
gestützter Immobilisierung, da der ELISA semiquantitativ
ist (Gruppen 1 – 3),
• dieser Effekt bei Peptid P2b nicht zu beobachten ist (Grup-
pe 4).
Am interessantesten ist dabei der letzte Punkt. Der einzige
Unterschied zwischen P2a und P2b ist, dass letzteres industriell
produziert wurde und eine deutlich größere Reinheit aufweist,
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Abbildung 4.15: Verhältnis der ELISA-Werte nach Adsorption und Immo-
bilisierung.
als die anderen, im Labormaßstab hergestellten Chargen (vgl. Un-
terabschnitt 3.2.1). Da die nicht abgetrennten Nebenprodukte der
Synthese hauptsächlich aus Peptiden mit nur partiell entschütz-
ten Ankergruppen bestanden, muss die verbesserte Adsorption
in Verbindung mit der höheren Anzahl verfügbarer Ankergrup-
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Abbildung 4.16: ELISA-Werte nach Lagerung der Proben in boratgepuf-
ferter 0,154mol l−1 NaCl-Lösung (pH 7,4, 37 ◦C) für unterschiedliche
Polarisationsparameter (Immobilisierung: 10−5 mol l−1 P2a in Acetatpuf-
fer (pH 4,0)).
pen stehen. Dieser Fakt wird noch einmal in Unterabschnitt 5.2.1
aufgegriffen und diskutiert.
Auslagerungsuntersuchungen
Analog zu den XPS-Messungen (vgl. Abbildung 4.7) wurde die
Stabilität des gebundenen Peptids bei Lagerung der Proben in
boratgepufferter, 0,154mol l−1 NaCl bei pH = 7, 4 untersucht. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 4.16 dargestellt. Im Untersuchungs-
zeitraum von 14Tagen ist für alle Zustände eine Verringerung
der ELISA-Werte zu beobachten, wobei der Effekt für Proben mit
immobilisiertem Peptid sehr gering ausfällt und kein Unterschied
zwischen verschiedenen Polarisationsmodi erkennbar ist. Bei Pro-
ben mit adsorbiertem Peptid ist demgegenüber ein Rückgang um
bis zu 30% zu verzeichnen.
Sterilisierbarkeit peptidbeschichteter Oberflächen
In zwei Einzelexperimenten wurde zunächst der Einfluss der
γ-Sterilisation auf die Erkennbarkeit des Peptids mittels ELISA
untersucht, ohne das besondere Schutzmaßnahmen ergriffen wur-
den. Für eine Dosisreihe wurden die plättchenförmigen Stan-
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Abbildung 4.17: ELISA-Werte nach γ-Sterilisation von Proben mit immo-
bilisiertem Peptid (Immobilisierung: 10−5 mol l−1 Peptid in Boratpuffer
bei pH 7,4; mehrstufige Polarisation nach Schema C).
dardproben mit immobilisiertem Peptid P1b nach Schema C in
Boratpuffer verwendet. Im zweiten Experiment erfolgte die Im-
mobilisierung des Peptids P2a nach demselben Schema an Ti-
tandrähten, wie sie für die Untersuchungen am Rattenmodell (vgl.
Unterabschnitt 4.1.5) verwendet wurden. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 4.17 dargestellt. Bei der Dosisreihe ist ein deutlicher
Rückgang des ELISA-Werts mit steigender Energiedosis erkenn-
bar, wobei der Untergrundwert bereits bei einer Energiedosis von
25kGy, dem Standard für die Sterilisation von Implantaten, er-
reicht wurde. Allerdings ist bereits der Wert der Positivkontrolle
mit 0,25 sehr niedrig. Dieser Fakt wurde als das Erreichen der
Haltbarkeitsdauer für P1b gewertet und alle weiteren Versuche
wurden deshalb mit P2a durchgeführt.
Im Gegensatz zum vorherigen Befund wurde auf den Titandräh-
ten nach Sterilisation mit der Standard-Energiedosis von 25kGy
sogar mehr Peptid detektiert als auf den nicht sterilisierten Pro-
ben. Die erzielten absoluten ELISA-Werte sind aber wegen der
unterschiedlichen Geometrie nicht direkt mit denen auf den plätt-
chenförmigen Proben zu vergleichen. Außerdem mussten die
30mm langen Drähte vor dem ELISA geteilt und der Test selbst im
4-fachen Volumen durchgeführt werden, wodurch größere Fehler
möglich sind.
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Abbildung 4.18: Verhältnis der ELISA-Werte sterilisierter und nicht sterili-
sierter peptidbeschichteter Proben für unterschiedliche Prozessparameter
(bei allen Zuständen: Zugabe von Silicagel zur Reduzierung des Wasser-
gehalts in der Probenumgebung).
Aus diesen beiden Experimenten wurde geschlossen, dass eine
Schädigung durch γ-Sterilisation erwartet werden kann, aber nicht
notwendigerweise auftreten muss. Solch eine Schädigung kann
entweder durch direkte Wechselwirkung der Strahlung mit dem
Peptid erfolgen oder über die Erzeugung von Sauerstoffradikalen
durch Wechselwirkung der γ-Quanten mit in Oberflächennähe
befindlichem Wasser. Das Vorhandensein von Luftsauerstoff kann
die Situation noch zusätzlich verschärfen.
Um diesen Überlegungen Rechnung zu tragen, wurde bei den
drei weiteren Sterilisationsexperimenten, deren Ergebnisse in Ab-
bildung 4.18 zusammengefasst sind, der Wassergehalt in der Um-
gebung der Proben durch Zugabe von Silicagel als Trockenmittel
im Probengefäß verringert. In einem ersten Experiment zeigte
sich, dass die Verpackung der Proben unter Argonatmosphäre
keine zusätzlichen Vorteile bringt. Dabei muss aber berücksichtigt
werden, dass für diesen Versuch ein Handschuhbeutel verwen-
det und somit keine völlig sauerstofffreie Atmosphäre erreicht
wurde. Ebensowenig hat eine drastische Reduzierung der Polari-
sationsdauer, die nach Scharnweber (2002) und Rößler (2005) eine
Verringerung des Wassergehalts der anodischen Oxidschicht zur
Folge hat, einen Effekt. Außerdem ist der Rückgang der detektier-
baren Stoffmenge nach Sterilisation für Proben mit adsorbiertem
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im Vergleich zu denen mit immobilisiertem Peptid deutlicher
ausgeprägt. Hinweise auf eine Schädigung des immobilisierten
Peptids ergaben sich nur im dritten Experiment, wobei bei die-
sem bereits die Streuung der Einzelwerte der Proben sowohl im
sterilisierten als auch im nicht sterilisierten Zustand relativ hoch
war.
Zusammenfassung der ELISA-Untersuchungen
Mittels ELISA konnte die Kopfgruppe des Peptids sowohl nach
Adsorption als auch nach Immobilisierung detektiert werden. Für
die im Labormaßstab synthetisierten Peptide P1b und P2a war die
Belegungsdichte nach Adsorption geringer als nach elektroche-
misch gestützter Immobilisierung. Dieser Effekt wurde bei dem
über die Fa. Biomet bezogenen, kommerziell hergestellten Pep-
tid P2b nicht beobachtet. Die Wahl der Immobilisierungsmethode
und der elektrochemischen Parameter hat kaum einen Einfluss auf
die Detektierbarkeit des Peptids. Insbesondere trifft das auf das
Immobilisierungspotential im Bereich von 2,0 – 15,0VSCE und da-
mit die maximal mögliche Einbautiefe von ebenfalls 2,0 – 15,0nm
zu. Dieser Befund ist umso überraschender, da die Einbautiefe
wesentlich die freie Spacerlänge und damit den Abstand zwischen
Oberfläche und aktivem Peptidbereich bestimmen sollte. Ledig-
lich bei den gs Versuchen mit 200µA cm−2 und 1mA cm−2 gab
es Hinweise darauf, dass die Belegungsdichte im Vergleich zu ps
Polarisation bei gleichem Potential geringer ist. Die Unterschiede
sind allerdings statistisch nicht signifikant.
Innerhalb einer Lagerungsdauer von 14Tagen in boratgepuffer-
ter, 0,154mol l−1 NaCl Lösung wurde ein leichter Rückgang der
Belegungsdichte für Proben mit immobilisiertem Peptid beobach-
tet. Bei adsorbiertem Peptid betrug der Verlust bis zu 30%.
Eine Sterilisierung peptidbeschichteter Proben mittels γ-Strah-
lung erwies sich als möglich, wenn der Wassergehalt in der Umge-
bung der Oberfläche durch Zugabe von Trocknungsmittel gering
gehalten wird. Trotzdem muss mit einer partiellen Schädigung
des Peptids gerechnet werden.
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4.1.4 Zelladhäsionstests
Nachdem im vorherigen Abschnitt durch ELISA die Verfügbarkeit
der Kopfgruppe des Peptids nach Adsorption und elektroche-
misch gestützter Immobilisierung in einem weiten Parameterbe-
reich nachgewiesen wurde, sollte in den folgend dargestellten Zel-
ladhäsionstests deren Erkennbarkeit durch Zellrezeptoren in vitro
untersucht werden. Die zellbiologischen Experimente wurden ana-
log zu den ELISA durch die Biomet Deutschland GmbH durchge-
führt. Dort stand ein etabliertes Testprotokoll unter Verwendung
der osteoblastären Mauszelllinie MC3T3-E1 zur Verfügung. Da
eine Reihe von Fragestellungen verschiedener Arbeitsgruppen an
dem verwendeten Peptid auf diese Weise am Firmenstandort von
Biomet Deutschland GmbH untersucht wurden, können die hier
erzielten Ergebnisse nahezu direkt mit einigen Literaturwerten
(z. B. Dahmen (2003) und Auernheimer (2005)) verglichen werden.
Es wurden drei Zelladhäsionsexperimente durchgeführt, deren
Ergebnisse in Abbildung 4.19 dargestellt sind. Die Ergebnisse der
Experimente 2 und 3 können mit den in Abbildung 4.14 gezeigten
ELISA verglichen werden, da die Proben in einer Serie präpariert
und analysiert wurden.
In den Zelladhäsionstests wurden für die peptidbeschichteten
Oberflächen Besiedlungseffizienzen von 55 – 70% erreicht. Unter-
schiede zwischen den Zuständen mit Peptid sind nicht signifikant.
Die Werte für die Referenzproben waren in allen drei Versuchen
deutlich niedriger. Tendenziell erreichten in den Experimenten 1
und 2 Proben mit adsorbiertem Peptid aber im Experiment 3 der
Zustand ps 15VSCE die höchsten Besiedlungseffizienzen.
Bei den ersten beiden Experimenten ist außerdem auffällig,
dass bei ps Polarisation mit Potentialen von 4VSCE und 5VSCE
die Besiedlungseffizienzen geringer sind als bei den anderen be-
schichteten Zuständen und sehr große Standardabweichungen
aufweisen. Allerdings tritt dieser Effekt beim dritten Experiment
nicht auf. Prinzipiell kann eine Verschlechterung der Erkennbar-
keit des Peptids durch Zellen ab einem bestimmten Potential, wie
sie in den ersten beiden Experimenten bei ca. 4VSCE beobachtet
wurde, auf eine Verkürzung des Spacers infolge seines partiellen
Einbaus in die Oxidschicht hinweisen. Eine Verbesserung der Er-
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Abbildung 4.19: Adhärenz von MC3T3-E1-Mausosteoblasten an peptid-
beschichteten Oberflächen (Experimente 1 und 2 wurden parallel zu
den ELISA in Abbildung 4.14 durchgeführt; Peptidkonzentration bei Ex-
periment 2 3× 10−6 mol l−1, sonst 10−5 mol l−1; Besiedlungseffizienz:
prozentuales Verhältnis adhärenter zu eingesetzten Zellen in Prozent).
kennbarkeit bei noch höheren Potentialen (wie z. B. bei 15VSCE
im 3. Experiment) ist durch Adsorption von im Elektrolyten vor-
handenem Peptid an der neu gebildeten Oxidoberfläche erklärbar.
Inwieweit das zutrifft, wird in Unterabschnitt 5.2.1 diskutiert.
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4.1.5 Tierexperimentelle Untersuchungen
Das in vivo-Verhalten peptidbeschichteter Oberflächen wurde in
drei Studien unter Leitung verschiedener Projektpartner getestet.
In jedem Experiment wurden neben dem Peptid weitere Zustände
untersucht. Die Eckdaten der drei Experimente sind in Tabelle 4.13
zusammengefasst.
rattenmodell Das erste Experiment am Rattenmodell wurde
an der Klinik und Poliklinik für Unfall- und Wiederherstellungs-
chirurgie des Universitätsklinikums Dresden durch PD S. Ram-
melt durchgeführt und diente der Evaluierung der Einheilung
in einer Standardsituation. Dazu wurden 18 peptidbeschichtete
Drähte der Legierung TiAl6V4 (∅0,8mm× 30mm) in die Tibiae
von Wistarratten als Marknagel implantiert und nach Standzeiten
von 4, 7, 14 und 28Tagen histologisch und histomorphometrisch
analysiert. Das Peptid wurde aus 10−5 mol l−1 Lösung durch ps
Polarisation bei 4VSCE, 100 s immobilisiert.
In der histologischen Analyse wurden um die beschichteten
Implantate in der frühen Einheilphase eine höhere Aktivität von
Makrophagen am Tag 4 sowie Osteoklasten am Tag 7 und zu
späteren Zeitpunkten eine größere Anzahl aktiver Osteoblasten
nachgewiesen als beim unbeschichteten Referenzzustand. Dieser
Effekt war besonders ausgeprägt bei peptid- und mit Kollagen I
+ CS beschichteten Oberflächen. Der Befund wurde mit der Indu-
zierung einer erhöhten Umbauaktivität durch die Beschichtung
erklärt. Dies führte zu einem zeitigeren Übergang vom Bälkchen-
knochen zum reifen, lamellaren Knochen.
In Tabelle 4.14 sind der Anteil der Implantatoberfläche im di-
rekten Knochenkontakt und der Anteil neu gebildeten Knochens
in einem Untersuchungsgebiet (ROI) bis zu einem Abstand von
0,1mm um das Implantat herum als histomorphometrische Pa-
rameter für den Tag 28 zusammengefasst. Hinsichtlich des Vo-
lumens neu gebildeten Knochens wurden keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Zuständen gefunden. Allerdings wur-
de bei den peptidbeschichteten Oberflächen eine deutlich dickere,
über die vorher definierte ROI hinausgehende Knochenmanschette
beobachtet, die aber nicht quantitativ erfasst werden konnte. Dem-
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Zustand Knochenkontakt Knochenvolumen
in % in %
Referenz 30 – 87 11 – 43
RGD 73 – 95 * 24 – 66
Kollagen I + CS 82 – 97 * 19 – 52
Kollagen I 41 – 89 11 – 43
Tabelle 4.14: Knochen-Implantat-Kontakt und Volumen des neu gebil-
deten Knochens am Tag 28 im Rattenmodell.
( * Werte sind signifikant gegenüber Referenzzustand für p < 0, 05)
gegenüber waren für peptid- und Kollagen I + CS beschichtete
Implantate die Werte für den anteiligen Knochenkontakt signifi-
kant höher als bei den Referenzproben.
minischwein In der zweiten, in der Klinik und Poliklinik für
Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie des Universitätsklinikums
Dresden durch Dr. B. Stadlinger durchgeführten Studie wurde ein
Defektmodell im Unterkiefer des Minischweins untersucht. Die
Geometrie der Implantate und die daraus resultierende Defektsi-
tuation sind in Abbildung 4.20 dargestellt. Die primäre Fixierung
des Implantats erfolgte durch die breitere Schraubenform am
(a) Implantatgeometrie (Quelle:
Stadlinger et al. 2008).
4 4,86
(b) Defektmodell.
Abbildung 4.20: Verwendete Implantatgeometrie und resultierendes De-
fektmodell im Minischwein.
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Zeitpunkt Farbstoff Farbe
Tag 2 Tetracyclin gelb/grün
Woche 2 Alizarin rot
Woche 3 Calcein green grün
Woche 4 Xylenol orange orange
Tabelle 4.15: Zeitpunkt und Art injizierter Fluorophore.
kortikalen Ende des Implantats (linke Seite in Abbildung 4.20a)
und die Presspassung an den abgerundeten Implantatecken. Als
ROI wurde der Bereich zwischen Implantatflanke und Bohrungs-
wandung definiert. Die Lücke betrug ca. 0,4mm. Die Implantate
wurden 3Monate nach Extraktion der Premolaren und Entfer-
nung der Zahnwurzeln eingebracht. Die Standzeit betrug für
alle Implantate 6Monate. Während dieser Zeit wurden an den
in Tabelle 4.15 spezifizierten Zeitpunkten Fluorophore injiziert,
die bei der Mineralisierung des sich neu bildenden Knochens
in die Matrix eingebaut werden und somit als Zeitmarker fun-
gieren. Auf diese Weise kann eine Visualisierung des zeitlichen
Knochenwachstums erreicht werden, woraus sich Aussagen über
die Wachstumsrichtung des Knochens (osteokonduktiv oder os-
teoinduktiv) ableiten lassen sollten.
Die Auswertung des Versuchs erfolgte wiederum histologisch
und histomorphometrisch an Schnitten quer zur Längsachse des
Implantats mit einer Dicke von 30µm (primär 100µm, mechanisch
gedünnt). Insgesamt konnten 55 Implantate untersucht werden,
5 Implantate (2× Referenz, 2× Kollagen und 1× RGD) gingen
aufgrund mangelnder Osseointegration verloren. Bei der Auswer-
tung von mindestens 3 Schnitten pro Implantat zeigte sich, dass
alle Implantate von reifem Knochen umgeben waren und die ROI
in der Defektzone mit lamellarem Knochen gefüllt war. Anhand
der Fluoreszenzmarker konnte unabhängig vom Zustand keine
eindeutige Wachstumsrichtung des Knochens identifiziert werden.
Ein Großteil des neu gebildeten Knochens war nicht markiert, wo-
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Abbildung 4.21: BIC im Schweinemodell nach einer Standzeit von 6 Mo-
naten (Fehlerbalken entsprechen dem 95%-Konfidenzintervall).
raus geschlossen wurde, dass Knochenneubildung und -umbau
überwiegend nach der vierten Woche stattfanden.
Die histomorphometrisch bestimmten Werte für den BIC und die
zugehörigen Konfidenzintervalle (95%) sind in Abbildung 4.21
dargestellt. Die Unterschiede zwischen den Zuständen sind statis-
tisch nicht signifikant außer für mineralisiertes Kollagen I im Ver-
gleich zu Kollagen I (p < 0,01) und Kollagen I+III (p < 0,026). Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass von Implantatbeschichtungen
mit Kollagen oder RGD-Peptid keine Langzeitwirkung hinsichtlich
eines verbesserten Einwachsverhaltens oder osseoinduktiver Ei-
genschaften der Oberfläche ausgehen. Tendenziell waren dabei
die peptidbeschichteten Proben etwas schlechter als Kollagen I
und Kollagen I+III.
ziegenmodell Das dritte Tierexperiment wurde im Ziegen-
modell unter der Leitung von Professor J. Jansen an der Radboud
Universität Nijmegen (Niederlande) durchgeführt. Dabei kam
ebenfalls ein Defektmodell zum Einsatz (vgl. Abbildung 4.22). Zy-
lindrische, sandgestrahlte Implantate (mittlere Korngröße 250µm)
wurden mit zwei Kerben versehen, die ringförmige Kavitäten von
2,5mm Breite und 0,7mm Tiefe ergaben und die ROI definierten.
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Abbildung 4.22: Implantatdesign im Ziegenmodell.
Neben dem RGD-Peptid wurden wiederum Kollagen I und Kol-
lagen III sowie Proben mit Luftpassivschicht als Referenzzustand
verwendet. Je zwei Implantate wurden in das knöcherne Gewe-
be der Femurkondylen längs zum Femur mit mindestens 1 cm
Abstand implantiert. Die Standzeiten betrugen 5 und 12Wochen.
Neben Histologie und Histomorphometrie wurde für die Be-
wertung des Beschichtungseinflusses auf das Einwachsverhalten
auch die Synchrotron-Mikrocomputertomographie (SR-µCT) heran-
gezogen. Dieses Verfahren bietet den Vorteil, dass die Grenzfläche
zwischen Implantat und Umgebungsgewebe im gesamten rele-
vanten Volumen zerstörungsfrei abgebildet (rekonstruiert) und
analysiert werden kann, solange die zu untersuchenden Merkmale
hinreichend unterschiedliche Absorptionscharakteristika für Rönt-
genstrahlung aufweisen (Bernhardt 2006). Durch die vollständige
Rekonstruktion ist es möglich, eine große Anzahl virtueller Schnit-
te durch das Analysevolumen zu legen und für die Bestimmung
solcher Parameter wie z. B. das Volumen des neu gebildeten Kno-
chens die gesamte Oberfläche des Implantats einzubeziehen. Im
Gegensatz dazu sind bei der histologischen Präparation nur eine
sehr geringe Anzahl Schnitte möglich und es besteht eine sehr
große Gefahr, während der Präparation Artefakte zu erzeugen,
insbesondere wenn sich die Härten von Gewebe und Implantat-
werkstoff stark unterscheiden. Andererseits liefern histologische
Schnitte biologische, chemische und biochemische Informationen,
was bei der SR-µCT nicht möglich ist.
Die aus den SR-µCT-Daten bestimmten Volumina des neu ge-
bildeten Knochens für die beiden Untersuchungszeitpunkte und
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ROI Knochenvolumen in %
Referenz RGD-Peptid Kollagen I Kollagen III
5 Wochen
A 34 44 51 36
B 21 22 28 32
12 Wochen
A 41 44 67 55
B 40 41 56 48
Tabelle 4.16: Aus den SR-µCT-Daten bestimmtes Volumen des neu gebil-
deten Knochens in den Defektstellen A und B (alle Unterschiede sind
statistisch signifikant für p < 0, 01, außer RGD zu Kollagen III nach 5
Wochen (p < 0, 8233) sowie Kollagen I zu Kollagen III nach 12 Wochen
(p < 0, 0558)).
die beiden ROI sind in Tabelle 4.16 zusammengefasst. Alle Un-
terschiede sind statistisch signifikant (p < 0, 01), außer für RGD
zu Kollagen III nach 5Wochen (p < 0, 8233) und Kollagen I zu
Kollagen III nach 12 Wochen (p < 0, 0558). Generell sind die Wer-
te für die Kavität A höher als für Kavität B, was auf die höhere
ursprüngliche Knochenmasse und Stoffwechselrate im Bereich
der Kavität A zurückgeführt wurde (Bernhardt et al. 2005). Die-
ser Effekt ist für den späteren Untersuchungszeitpunkt deutlich
schwächer ausgeprägt.
Das Volumen des neu gebildeten Knochens war für alle Be-
schichtungen und Zeitpunkte höher als beim Referenzzustand.
Die höchsten Werte erzielten nach 5Wochen Kollagen I (51% in
Kavität A) und RGD (44% in Kavität A). Nach 12Wochen wiesen
die kollagenbeschichteten Proben die höchsten Werte auf, wäh-
rend die RGD-beschichteten Proben nur noch etwas besser als die
Referenzproben waren. Histologie und Histomorphometrie liefer-
ten tendenziell die gleichen Aussagen, waren aber statistisch nicht
signifikant.
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4.1.6 Zusammenfassung zum RGD-Peptid
In diesem Abschnitt wurde mittels XPS und ELISA gezeigt, dass
das verwendete zyklische RGD-Peptid nach Adsorption und elek-
trochemisch gestützter Immobilisierung an die Oberfläche gebun-
den vorliegt. Die Wechselwirkung erfolgt dabei wie vorgesehen
über die vier Phosphonatanker. Das Peptid ist bis zu einer Lage-
rungsdauer von 14Tagen in boratgepufferter, 0,154mol l−1 NaCl-
Lösung bei pH 7,4 und 37 ◦C mittels ELISA sicher nachweisbar.
Für die Peptide P1b und P2a war die detektierte Belegungsdichte
nach Adsorption geringer als nach elektrochemisch gestützter
Immobilisierung. Dieser Effekt trat bei P2b nicht auf und wird in
Unterabschnitt 5.2.1 ausführlicher diskutiert.
In Zelladhäsionstests unter Verwendung der osteoblastären
Mauszelllinie MC3T3-E1 konnte die biologische Aktivität der
Kopfgruppe nach Adsorption und nach elektrochemisch gestütz-
ter Immobilisierung nachgewiesen werden. Generell haben die
elektrochemischen Parameter Arbeitsweise (ps, gs), Stromdichte
und Potential keinen Einfluss auf die Nachweisbarkeit des Pep-
tids.
Im Rahmen zweier Tierexperimente im Klein- und Großtier
konnte eine Stimulierung von Knochenumbau und -neubildung
durch peptidbeschichtete Oberflächen vor allem in der frühen Ein-
heilphase nachgewiesen werden. Das äußerte sich im Rattenmo-
dell in einer erhöhten Aktivität von Osteoklasten und Osteoblasten
bei allen untersuchten Einheilzeiten und in einem gegenüber dem
Referenzzustand statistisch signifikant höherem BIC nach 28Tagen
(p < 0, 05). Im Ziegenmodell wurden mittels SR-µCT ebenfalls ein
gegenüber dem Referenzzustand statistisch signifikant höheres
Volumen an neu gebildetem Knochen nach Einheilzeiten von 5
und 12Wochen ermittelt. In beiden Experimenten wurden jedoch
durch Kollagenbeschichtungen vergleichbare und vor allem bei
längeren Einheilzeiten bessere Resultate erzielt. Beim dritten Tier-
experiment im Minischwein wurde mit einer Einheildauer von
6 Monaten vor allem die späte Einheilphase untersucht. Dabei
konnten zwischen keinem der Zustände signifikante Unterschiede
gefunden werden.
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4.2 weiterentwicklung der methode zum nukleinsäu-
rebasierten immobilisierungssystem
4.2.1 Vorgehensweise und Festlegung von Anfangsparametern
Die Weiterentwicklung der Methode der elektrochemisch gestütz-
ten Immobilisierung bioaktiver Moleküle zum nukleinsäurebasier-
ten Immobilisierungssystem wurde in enger Zusammenarbeit mit
den Mitarbeitern der Arbeitsgruppe von Dr. B. Schwenzer an der
Professur für allgemeine Biochemie der Fakultät Mathematik und
Naturwissenschaften der TU Dresden durchgeführt. Von deren
Seite wurde die Expertise im Umgang mit Nukleinsäuren einge-
bracht und die Bearbeitung der biochemischen Fragestellungen
des Projekts übernommen. Dazu zählten auch die Festlegung des
Strangdesigns (vgl. Unterabschnitt 3.2.2) und die Übernahme von
in der Professur für allgemeine Biochemie etablierten Arbeits-
vorschriften, wie z. B. die Durchführung der Hybridisierung in
TRIS-HCl bei pH 7,4 und Raumtemperatur sowie der gewählte
Konzentrationsbereich der Nukleinsäuren bei Immobilisierung
und Hybridisierung von 40 – 800nmol l−1.
Der Erfolg der Beschichtung wurde über die betaspektrosko-
pisch bestimmte Belegungsdichte der Oberfläche mit radioaktiv
markiertem AS quantitativ evaluiert. Alle Immobilisierungsexperi-
mente wurden in einer eigens gefertigten Präparationszelle (vgl.
Abschnitt 3.3) durchgeführt. Erste Adsorptions- und Immobilisie-
rungsexperimente dienten der Festlegung geeigneter Anfangspa-
rameter für AS-Konzentrationen und Potentiale für die anodische
Polarisation.
Die verwendete Standardkonzentration von 400nmol l−1 P−AS
wurde ausgewählt, indem bei verschiedenen AS-Konzentrationen
je sechs Proben sequenziell unter mehrfacher Verwendung des
Elektrolyten (zur besseren Ausnutzung des eingesetzten AS) in der
Präparationszelle behandelt wurden. Die ermittelten Belegungs-
dichten für P−AS(5’-32P)2 sind in Abbildung 4.23 dargestellt. Eine
2 Die korrekte Angabe wäre: Belegungsdichte von P−AS, berechnet aus der mittels
Betaspektroskopie bestimmten Aktivität von P−AS(5’-32P). Da die markierten
Stränge (die selbst auch noch einmal eine Mischung aus markierten und un-
markierten Strängen sind) nur in Anteilen von 0,01 – 0,5% zugegeben wurden,
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Abbildung 4.23: Konzentrationsabhängige Belegungsdichte von P−AS(5’-
32P) nach Adsorption auf TiAl6Nb7-Oberflächen in der Präparationszelle
(sequentiell behandelte Proben).
Erhöhung der Konzentration auf 800nmol l−1 führt nicht zu ei-
ner Steigerung der adsorbierten AS-Menge und bei den beiden
niedrigeren Konzentrationen sind die Belegungsdichten deutlich
geringer.
Aufgrund der bei den Untersuchungen am RGD-Peptid gesam-
melten Erfahrungen wurden als weitere Ausgangsparameter für
die elektrochemisch gestützte Immobilisierung der AS die Verwen-
dung von 0,04mol l−1 Acetatpuffer bei pH 4,0 sowie ps Polarisati-
on für 100 s festgelegt.
In Abbildung 4.24 sind die Belegungsdichten für P−AS(5’-
32P) nach Adsorption, ps Immobilisierung mit 4VAg/AgCl oder
14,5VAg/AgCl aus einer Lösung mit 400nmol l−1 P−AS sowie an-
schließender Lagerung in 0,05mol l−1 TRIS-HCl für bis zu 45min
(3× 15min sequenziell) dargestellt. Bei Adsorption und Immo-
bilisierung wurden je 6 Proben nacheinander mit derselben AS-
Lösung behandelt. Die Adsorption erfolgte unter gleichen Bedin-
gungen wie die elektrochemisch gestützte Immobilisierung in der
Präparationszelle, nur dass auf die anodische Polarisation verzich-
beträgt deren Stoffmenge auf der Oberfläche nur einige fmol. Durch die verkürz-
te Darstellung im Text soll lediglich auf den verwendeten Tracer hingewiesen
werden.
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Abbildung 4.24: Belegungsdichte von P−AS(5’-32P) auf 6 sequentiell
behandelten TiAl6Nb7-Proben nach Adsorption bzw. Immobilisierung
aus 400nmol l−1, mehrfach genutzter Lösung sowie Lagerung der Proben
in TRIS-HCl für bis zu 45min.
tet wurde. Zuerst wurde die Immobilisierung mit ps 4VAg/AgCl
durchgeführt, gefolgt von Adsorption und Immobilisierung mit
ps 14,5VAg/AgCl ohne zwischenzeitliche Reinigung der Zelle.
Nach Adsorption erreichten alle Proben eine Belegungsdich-
te von ca. 8pmol cm−2. Demgegenüber ist bei elektrochemisch
gestützter Immobilisierung eine Abhängigkeit der Belegungs-
dichte von der Probennummer deutlich erkennbar. Bei der zu-
erst in der (frischen) Zelle durchgeführten Immobilisierung mit
4VAg/AgCl steigt die Belegungsdichte bis zur 3. Probe auf ein
Maximum von 14,5pmol cm−2 an und fällt anschließend deut-
lich bis auf 10,5pmol cm−2 ab. Bei der zuletzt durchgeführten
Immobilisierung bei 14,5VAg/AgCl fällt die Belegungsdichte von
14,5pmol cm−2 bei Probe 1 kontinuierlich bis auf 3,6pmol cm−2
bei Probe 6 ab.
Ein initialer Anstieg und späterer Abfall der Belegungsdich-
te, wie es bei Immobilisierung mit 4VAg/AgCl beobachtet wurde,
können durch eine zunächst erfolgende Sättigung der Zellenober-
fläche und eine bei höheren Probenzahlen infolge AS-Verbrauchs
verringerte Konzentration im Elektrolyten verursacht werden. Al-
lerdings steht diese Erklärung im Widerspruch zum Verlauf der
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Belegungsdichte bei Adsorption und den Unterschieden zwischen
4VAg/AgCl und 14,5VAg/AgCl. Besonders die Unterschiede im Ver-
lauf der Belegungsdichten zwischen 4VAg/AgCl und 14,5VAg/AgCl
weisen auf einen direkten Einfluss der elektrochemischen Behand-
lung hin.
In Unterabschnitt 2.1.2 auf Seite 17 wurde dargelegt, dass auf
Grund des n-halbleitenden Charakters der Oxidschichten auf Ti-
tan während der anodischen Polarisation entsprechend Gleichung
2.9 Sauerstoffradikale als Zwischenstufe bei der Sauerstoffent-
wickung gebildet werden. Diese können mit oberflächennahen
Bereichen der AS reagieren und dabei zu Strangbrüchen führen.
Die durch Strangbrüche gebildeten Nukleinsäuresegmente erhö-
hen die Gesamtkonzentration an AS im Elektrolyten, während
die Tracerkonzentration konstant bleibt. Damit verringert sich der
Anteil markierter AS sowohl im Elektrolyt als auch an der Oberflä-
che (wenn die Adsorptionskinetik unmarkierter und markierter
Bruchstücke in erster Näherung als vergleichbar angenommen
wird). Da dieser resultierende Anteil aber bei der Berechnung
der Belegungsdichte nicht berücksichtigt werden kann, wird eine
geringere Belegungsdichte ermittelt. Bei einer Mehrfachnutzung
des Elektrolyten kumuliert sich der Effekt und kann sich je nach
Ausmaß der Strangschädigung unterschiedlich stark auswirken.
Für ps 4VAg/AgCl ist dieser Effekt in Abbildung 4.24 erst nach
der 3. Probe wahrnehmbar (der Anstieg bei Proben 1 – 3 kann
einer zunächst erfolgenden Sättigung der Oberfläche der Präpa-
rationszelle zugeordnet werden), während er bei ps 14,5VAg/AgCl
wahrscheinlich bereits bei der zweiten Probe auftritt und bei der
dritten Probe deutlich erkennbar ist. Auswirkungen von Maßnah-
men, die diese Schädigung der AS verringern, werden in Unterab-
schnitt 4.2.3 untersucht.
Um den Verbrauch an AS zu verringern, ohne auf die Mehrfach-
nutzung des Elektrolyten zurückgreifen zu müssen, wurde für die
Folgeexperimente das Immobilisierungsregime geändert, indem
die Adsorption der AS zunächst aus einem reduzierten Volumen
von 800µl erfolgte und die Zelle vor der anodischen Polarisation
mit Immobilisierungspuffer auf das Sollvolumen von 3ml aufge-
füllt wurde. Als eine weitere Änderung wurde die Konzentration
122 experimentelle ergebnisse
des Elektrolyten von 0,04mol l−1 auf 0,5mol l−1 erhöht. Dafür
gibt es zwei Gründe.
Zum einen begünstigt die oberflächennahe Absenkung des
pH-Werts während der anodischen Polarisation (vgl. Unterab-
schnitt 2.1.2) die Freisetzung von Titanyl-Ionen, die dann auch an
adsorbierte AS binden und deren Hybridisierungsvermögen ein-
schränken können. Dieser Effekt sollte zwar nur in unmittelbarer
Oberflächennähe auftreten und wurde auch bei der Festlegung
der Stranglänge erwogen, aber eine zusätzliche Verbesserung der
Pufferkapazität durch Erhöhung der Elektrolytkonzentration ist
vorteilhaft.
Zum anderen könnte die Stabilität adsorbierter AS durch Einfüh-
rung einer zweiten Ankergruppe in Form eines phosphorylierten
Gegenstrangs erhöht werden. Untersuchungen an der Professur
für Allgemeine Biochemie zeigten, dass eine Konzentration des
Acetatpuffers von 0,5mol l−1 notwendig ist, um bei dem für die
Immobilisierung verwendeten pH-Wert von 4,0 stabile Hybride
zu erhalten. Diese Option wurde jedoch im Rahmen dieser Arbeit
nicht weiter untersucht, sollte aber prinzipiell ermöglicht werden.
Allerdings war es deshalb erforderlich, die Stränge KS1 und NS3
um drei Basen zu kürzen, um eine entsprechende Hybridisie-
rungslänge für den zweiten KS zu erlangen. Diese neuen Stränge
werden mit KS3 und NS6 bezeichnet.
Bei Lagerung der Proben in TRIS-HCl (pH 7,5) ist bei allen
Zuständen ein Rückgang der Belegungsdichte zu beobachten (s.
Abbildung 4.24 rechts). Dabei bleibt der Verlauf des Profils über
der Probennummer qualitativ erhalten, lediglich bei 4VAg/AgCl
verschiebt sich das Maximum von der 3. zur 4. Probe und für die
Proben 1, 2, 5 und 6 werden bei einer Lagerungsdauer von 45min
vergleichbare Belegungsdichten von ca. 5pmol cm−2 erreicht. Bei
Proben mit adsorbiertem Peptid beträgt diese bei gleicher La-
gerungsdauer einheitlich < 2pmol cm−2 und für die Proben mit
14,5VAg/AgCl wird ein Bereich zwischen 7pmol cm−2 (Probe 1)
und 1,2pmol cm−2 (Probe 6) erreicht.
Abbildung 4.25 gibt den Einfluss der Lagerung in TRIS-HCl
für 24h auf die Belegungsdichte von P−AS(5’-32P) wieder. Die AS
wurden aus 400nmol l−1 Lösung (noch unter Mehrfachnutzung
des Elektrolyten) adsorbiert bzw. bei verschiedenen Potentialen
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Abbildung 4.25: Normierte Belegungsdichte von P−AS(5’-32P) auf
TiAl6Nb7-Oberflächen nach Adsorption bzw. Immobilisierung aus
400nmol l−1 Lösung bei verschiedenen Potentialen und anschließender
Lagerung in TRIS-HCl (pH 7,4) für 24h.
immobilisiert. Für die Darstellung wurde die Belegungsdichte
nach Lagerung der Proben in TRIS-HCl auf die Belegungsdichte
nach Adsorption bzw. Immobilisierung normiert. Mit steigen-
dem Potential nimmt das Retentionsvermögen der Oberfläche für
die AS zu. Allerdings stieg beim Potential von 14,5VAg/AgCl die
Ausfallrate an Proben stark an, da häufig Stromdichten von ca.
34mA cm−2 beobachtet wurden, die auch nicht den typischen,
exponentiell fallenden Verlauf aufwiesen. Die resultierenden Oxid-
schichten waren bereits makroskopisch erkennbar optisch inho-
mogen. Deshalb wurden 8VAg/AgCl als Potential für die Immobi-
lisierung festgelegt.
4.2.2 Adsorption der Ankerstränge
Analog der Vorgehensweise beim RGD-Peptid wurde die initiale
Wechselwirkung der AS mit der Titanoberfläche in Adsorptions-
experimenten untersucht. Durch die geringere Anzahl an Anker-
gruppen und die Verwendung von Phosphat statt Phosphonat
sind Änderungen im Vergleich zum Peptid zu erwarten.
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Ein weiterer zur untersuchender Aspekt war die Homogenität
der Beschichtung. Da bekannt ist, dass Phasenzusammensetzung
und Kornorientierung die lokalen physikalisch-chemischen Ei-
genschaften der Luftpassivschichten beeinflussen (vgl. Unterab-
schnitt 2.1.2 auf Seite 12), kann eine Abhängigkeit der adsorbierten
Stoffmenge an AS vom Gefüge des metallischen Substrats nicht
ausgeschlossen werden. Durch den Einsatz von 32P als radioak-
tivem Tracer war es möglich, die Belegung der Oberfläche mit
Ankerstrang mit Hilfe der digitalen Speicherfolientechnik (vgl.
Unterabschnitt 3.4.2) zu visualisieren. Da jedoch die mit dem ver-
fügbaren Gerät erreichbare laterale Auflösung > 100µm betrug,
sind die Korngrößen des verwendeten c.p.−Ti und der Legierung
TiAl6Nb7 zu klein, um aufgelöst zu werden (vgl. Abbildung 3.1).
Erschwerend kommt hinzu, dass bei der Legierung die β-Phase
zusätzlich lamellar, fein verteilt in die α-Körner eingebettet ist.
Deshalb wurden für diese im Rahmen einer Diplomarbeit (Sehm
2007) durchgeführten Untersuchungen grobkorngeglühte c.p.−Ti-
Proben als Modell für die α-Phase und die Legierung TiAl3Nb23
als Modell für die β-Phase verwendet. Für diese beiden Werkstof-
fe betrugen die Korngrößen 108 – 438µm bzw. 1500± 800µm und
überschritten damit die Auflösungsgrenze des Phosphorimagers.
Die Proben wurden metallographisch poliert und anschließend
geätzt, um das Gefüge sichtbar zu machen (vgl. Abschnitt 3.1).
Die Adsorption der AS erfolgte in einer Lösung mit 400nmol l−1
P−AS(5’-32P) in 0,5mol l−1 Acetatpuffer bei pH-Werten von 3,5 –
5,5.
In Abbildung 4.26 werden die Phosphorimagerbilder der beiden
Werkstoffe mit den entsprechenden Gefügeaufnahmen verglichen.
Für die Legierung TiAl3Nb23 konnten stereomikroskopische Auf-
nahmen verwendet werden, für c.p.−Ti war es notwendig, je Probe
32 lichtmikroskopische Einzelaufnahmen zusammenzufügen, um
eine auswertbare Kontrastierung der Korngrenzen zu erhalten.
Für die Gegenüberstellung der Gefüge- mit den Phosphorimager-
bildern wurden erstere auf die Größe der Phosphorimagerbilder
skaliert. Bei TiAl3Nb23 wurden die Bilder in Abbildung 4.26 unter
Verwendung des Grafikprogramms ImageJ übereinandergelegt.
Bei c.p.−Ti war auf diese Weise keine auswertbare Kontrastierung
möglich. Deshalb werden die Bilder nebeneinander dargestellt.
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Abbildung 4.26: Vergleich von Gefüge- und Phosphorimagerbildern nach
Adsorption von P−AS(5’-32P) aus 400nmol l−1 Lösung in 0,5mol l−1
Acetatpuffer bei verschiedenen pH-Werten an grobkorngeglühtem c.p.−Ti
(c.p.−Ti(GK)) bzw. der Legierung TiAl3Nb23.
In der Abbildung sind generell eine Abnahme der Schwärzung
mit steigendem pH-Wert aber keine gefügeabhängigen Schwär-
zungsunterschiede auf einer Probe zu beobachten. Auftretende
Graustufenunterschiede auf einer Probe sind eher makroskopi-
scher Natur und auf Artefakte durch inhomogene Benetzung der
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Oberflächen mit Adsorptionslösung insbesondere an den Rändern
zurückführbar. Innerhalb der Präparationszelle, in der eine gute
Überdeckung der Oberfläche mit Adsorptionslösung gewährleis-
tet ist, kann somit von einer im µm-Maßstab und makroskopisch
homogenen Belegung ausgegangen werden.
Die in Abbildung 4.26 zu beobachtende pH-Abhängigkeit der
Schwärzung in den Phosphorimagerbildern bei der Adsorption
von AS wurde vertiefend und unter Einbeziehung eines größeren
pH-Bereichs bis pH 8,0 untersucht. Außerdem sollte eine Abschät-
zung der unspezifischen (nicht über die terminale Phosphatgrup-
pe stattfindende) Bindung der AS an die Oberfläche erfolgen, in-
dem zusätzlich der nicht phosphorylierte Strang mit radioaktiver
Markierung am 3’-Terminus (HO−AS(3’-32P)) verwendet wurde.
Die Schwierigkeit besteht darin, einen geeigneten Elektrolyten
auszuwählen, da kein Puffer den gesamten pH-Bereich abdeckt.
Es müssen entweder verschiedene Puffer verwendet oder in un-
gepufferter Lösung gearbeitet werden. Ersteres kann zu Einflüs-
sen durch Wechselwirkungen der verschiedenen Pufferionen mit
Adsorbens und Adsorbat führen. Bei letzterem kann eine pH-
Verschiebung durch Zugabe der AS, CO2-Aufnahme oder Abgabe
aus der Umgebung oder Desorption oberflächengebundener Spe-
zies bzw. Adsorption von Elektrolytbestandteilen auftreten. Das
trifft insbesondere auf die geringen Volumina bei Adsorption aus
dem Tropfen zu, für die außerdem keine Kontrolle möglich ist.
Aufgrund der Erfahrungen mit dem RGD-Peptid (vgl. Abbil-
dung 4.13) wurde die 2. Variante gewählt und die Adsorption
in 0,154mol l−1 NaCl durchgeführt. Um die Vergleichbarkeit mit
den Ergebnissen nach elektrochemisch gestützter Immobilisierung
zu gewährleisten, enthielt der Elektrolyt 5mol l−1 Ethanol. Die
Notwendigkeit dieses Zusatzes wird im nächsten Unterabschnitt
erläutert. Der pH-Wert wurde durch Zugabe von 0,154mol l−1
HCl bzw. NaOH eingestellt. Bei pH-Werten im Bereich von 7,0 –
8,0 musste durch Zugabe von 0,154mol l−1 NaHCO3 gepuffert
werden, da sonst während des Autoklavierens der pH-Wert ver-
mutlich durch Ausgasen von CO2 deutlich sank. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 4.27 dargestellt.
Bei P−AS(5’-32P) wird im pH-Bereich von 3,0 – 5,5 unabhän-
gig vom pH-Wert eine Belegungsdichte von ca. 12pmol cm−2
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Abbildung 4.27: Belegungsdichte von P−AS(5’-32P) nach Adsorption
aus 400nmol l−1 Lösung in 0,154mol l−1 NaCl mit 5mol l−1 Ethanol an
c.p.−Ti-Oberflächen in Abhängigkeit vom pH-Wert (bei pH 7,0 – 8,0 unter
Zusatz von 0,154mol l−1 NaCO3).
erreicht. Im pH-Bereich von 7,0 – 8,0 sinkt die Belegungsdichte
von 6,5pmol cm−2 auf 2,4pmol cm−2. Bei HO−AS(3’-32P) sinkt
die Belegungsdichte im gesamten pH-Bereich von 7,2pmol cm−2
auf 0,5pmol cm−2, wobei zwischen pH 3,0 und 3,5 ein großer
Sprung von 7,2pmol cm−2 auf 3,3pmol cm−2 auftritt.
Sieben weitere Adsorptionsserien wurden im pH-Bereich von
3,0 – 5,5 durchgeführt, der durch den 0,5mol l−1 Acetatpuffer mit
einem Ethanolgehalt von 5mol l−1 abgedeckt wird. Dabei kamen
wiederum P−AS(5’-32P), HO−AS(3’-32P) aber auch der 3’-terminal
radioaktiv markierte Strang P−AS(3’-32P) zum Einsatz. Die Ergeb-
nisse sind in Abbildung 4.28 dargestellt.
Unter diesen Bedingungen ist generell ein Rückgang der Be-
legungsdichte bei Verwendung phosphorylierter Stränge (P−AS)
zwischen pH 4,0 und 5,5 zu beobachten. Für pH 4,0 ist eine Bele-
gungsdichte von ca. 8pmol cm−2 relativ gut reproduzierbar, mit
Ausnahme einer Serie, für die bei den höheren pH-Werten ab 4,0
sehr hohe Belegungsdichten ermittelt wurden. Bei pH-Werten von
3,0 und 3,5 treten starke Schwankungen der Belegungsdichten auf
und es ist keine eindeutige Tendenz feststellbar. Bei P−AS(5’-32P)
nimmt die Belegungsdichte mit dem fallenden pH-Wert tenden-
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(a) P−AS(5’-32P).
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(b) P−AS(3’-32P).
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(c) HO−AS(3’-32P).
Abbildung 4.28: Belegungsdichte der phosphorylierten Stränge P−AS(5’-
32P) und P−AS(3’-32P) sowie des nicht phosphorylierten Strangs
HO−AS(3’-32P) nach Adsorption aus 400nmol l−1 Lösung in 0,5mol l−1
Acetatpuffer mit 5mol l−1 Ethanol an c.p.−Ti-Oberflächen.
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Abbildung 4.29: Belegungsdichten von P−AS(5’-32P) und HO−AS(3’-32P)
nach Adsorption der Einzelstränge bzw. in Konkurrenz zueinander an
c.p.−Ti-Oberflächen (0,5mol l−1 Acetatpuffer + 5mol l−1 Ethanol, pH 4,0).
ziell ab, was aber für P−AS(3’-32P) nicht bestätigt werden kann.
Bei dem in einer Serie untersuchten HO−AS(3’-32P) ist ein nahe-
zu kontinuierliches Sinken der Belegungsdichte mit steigendem
pH-Wert über den gesamten Bereich zu beobachten. Dabei ist die
Belegungsdichte im Vergleich zu P−AS relativ hoch (z. B. bei pH 4,0
HO−AS(3’-32P): 5,8± 0,3pmol cm−2, P−AS: ca. 8pmol cm−2), so
dass auch die unspezifische Bindung des P−AS über das Phosphat-
Zucker-Rückgrat oder die Basen nicht ausgeschlossen werden
kann.
Um das Ausmaß dieser Wechselwirkung abzuschätzen, wurde
eine Konkurrenzadsorption von P−AS und HO−AS durchgeführt, in-
dem eine Mischung mit je 400nmol l−1 beider Stränge verwendet
wurde. Dabei kam einmal P−AS(5’-32P) und einmal HO−AS(3’-
32P) als Tracer zum Einsatz. Die resultierenden Belegungsdichten
zeigt Abbildung 4.29, wobei die Werte der Einzelstränge aus Ab-
bildung 4.28 entnommen wurden. In dieser Konkurrenzsituation
wird die Bindung der P−AS über die terminalen Phosphatgruppen
stark gegenüber den HO−AS bevorzugt, so dass davon ausgegan-
gen werden kann, dass die unspezifische Adsorption von P−AS
zwar stattfindet, aber nur in geringem Ausmaß. Die beobach-
tete Erhöhung der Belegungsdichte von P−AS(5’-32P) bei Kon-
kurrenzadsorption im Vergleich zur Verwendung als alleiniges
Adsorpt kann durch experimentelle Streuung verursacht werden
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Abbildung 4.30: Adsorption von KS1(3’-32P) und verschiedenen NS aus
400nmol l−1 Lösung in 0,05mol l−1 TRIS-HCl an TiAl6Nb7-Oberflächen.
(s. Abbildungen 4.28a und 4.28b), aber auch auf einen höheren
Ordnungszustand der adsorbierten P−AS infolge der Verdoppe-
lung der Gesamtkonzentration an AS im Elektrolyten hinweisen.
Ein weiterer Aspekt ist die unspezifische, also nicht als Hybridi-
sierung mit AS stattfindende, Bindung von komplementärem (KS)
und nicht komplementärem Strang (NS) an die Oberfläche. Dazu
wurden die beiden ursprünglich für das Strangsystem entwickel-
ten Stränge KS1 und NS1 aus 400nmol l−1 Lösung in 0,05mol l−1
TRIS-HCl adsorbiert. Wie in Abbildung 4.30 dargestellt, zeigte
sich dabei, dass KS1(3’-32P) ca. die 3-fache Belegungsdichte von
NS1(3’-32P) erreicht, wobei der Absolutwert mit < 0,2pmol cm−2
aber relativ gering ist. Bei der Überprüfung weiterer Basensequen-
zen für NS stellte sich heraus, dass diese bei Verwendung von
TRIS-HCl als Puffer einen Einfluss auf die Bindung des Strangs
an die Oberfläche haben. Das wird besonders deutlich bei einem
Vergleich der Belegungsdichten von KS1 und NS3, die beide die
gleiche Basenzusammensetzung aufweisen. Trotz der relativ ge-
ringen absoluten Belegungsdichten sind damit Fehlinterpretatio-
nen möglich. Deshalb wurde als Alternative phosphatgepufferte
Salzlösung (PBS) als Puffer für die Hybridisierungsexperimen-
te eingesetzt, bei dem die Belegungsdichte nach Adsorption an
Luftpassivschichten für KS3(3’-32P) und alle NS einheitlich ca.
0,01pmol cm−2 betrug und somit vernachlässigbar ist.
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4.2.3 Elektrochemisch gestützte Immobilisierung und Hybridisierungs-
fähigkeit immobilisierter Ankerstränge
Im Gegensatz zu den Ergebnissen bei der elektrochemisch ge-
stützten Immobilisierung des RGD-Peptids zeigte sich bei den in
Abbildung 4.24 auf Seite 120 dargestellten ersten Immobilisie-
rungsversuchen, dass die Wahl der Polarisationsparameter bei
der Mehrfachnutzung des Elektrolyten einen starken Einfluss auf
die erreichbare Belegungsdichte der Oberfläche mit AS hat. Dieser
Effekt wurde auf eine Schädigung der AS durch die elektrochemi-
sche Behandlung zurückgeführt. Nachfolgend wird untersucht,
wie die auftretenden Strangschäden minimiert werden können.
Das Ausmaß der Strangschädigung wird dabei durch den Ver-
gleich der Belegungsdichten für die beiden Markierungsarten
P−AS(5’-32P) und P−AS(3’-32P) der P−AS (vgl. Tabelle 3.4) beur-
teilt.
Im Falle von P−AS(5’-32P) befindet sich das 32P-Atom an der 5’-
terminalen Ankergruppe, bei P−AS(3’-32P) nahe dem 3’-Terminus
im letzten Phosphat des Zucker-Phosphat-Rückgrats. Ersteres soll-
te somit im immobilisierten Zustand in die anodische Oxidschicht
eingebaut sein und letzteres sich außerhalb der Oxidschicht befin-
den. Im Idealfall müssten die aus den beiden Markierungsvarian-
ten berechneten Belegungsdichten gleich sein. Ist die für P−AS(3’-
32P) geringer als die für P−AS(5’-32P), kann das nur durch das
Auftreten von Strangbrüchen und die anschließende Desorption
der Fragmente während der Spül- und Lagerungsschritte in PBS
erklärt werden. In erster Näherung kann angenommen werden,
dass die über die Aktivitäten von P−AS(5’-32P) und P−AS(3’-32P)
bestimmten Belegungsdichten die Gesamtbelegungsdichte adsor-
bierter P−AS bei Beginn der anodischen Polarisation bzw. den
Anteil im Hybridisierungsbereich intakter Stränge widerspiegeln.
Allerdings ist mit dieser Methode zunächst keine Aussage dar-
über möglich, an welcher Stelle die Strangbrüche auftreten. Bei
fehlendem P−AS(3’-32P) sind als die beiden Extremfälle denkbar,
dass zum einen der Strangbruch am 5’-Terminus erfolgt und nur
die (radioaktiv markierte) Ankergruppe, eventuell zusammen mit
einigen wenigen Basen, in die Oxidschicht eingebaut sind und
zum anderen nur einige wenige Basen am 3’-Terminus abgespal-
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ten wurden. Zwischen diesen beiden extremen Varianten sind
alle Zwischenstufen der Schädigung und sogar eine mehrfache
Fragmentierung der Stränge möglich.
Ein erster Ansatzpunkt für die Verringerung der Strangschäden
ist, die anodische Polarisation bei Bedingungen durchzuführen,
unter denen die Radikalentstehung minimal ist. Dieser Ansatz ist
gleichbedeutend mit der Einstellung einer maximalen Faradayeffi-
zienz für die Oxidschichtbildung (vgl. Unterabschnitt 2.1.2). Die
bisher genutzte ps Polarisation ist in dieser Hinsicht eher nachtei-
lig, da vor allem bei längeren Polarisationszeiten der Anteil der
Elektronentransferprozesse am Gesamtladungsumsatz hoch ist.
Hohe Faradayeffizienzen für die Oxidschichtbildung werden bei
gs Polarisation mit hohen Stromdichten erreicht. Deshalb wurde
als erste Maßnahme der Polarisationsmodus geändert. In Abbil-
dung 4.31 werden die Belegungsdichten von P−AS(5’-32P) sowie
P−AS(3’-32P) nach Immobilisierung bei verschiedenen Stromdich-
ten und nach Lagerung in PBS für bis zu 24h verglichen.
Die Belegungsdichten von P−AS(3’-32P) nach Immobilisierung
(Abbildung 4.31a) steigen mit zunehmender Stromdichte von 4,4
auf ca. 5,7pmol cm−2 bei 0,5 bzw. 8 und 10mA cm−2 an. Dem-
gegenüber werden für P−AS(5’-32P) bei 0,5 sowie 10mA cm−2
vergleichbare Belegungsdichten von ca. 5,9pmol cm−2 und bei
3mA cm−2 mit 5,2pmol cm−2 etwas geringere erreicht. Bei 3 und
10mA cm−2 sind die Belegungsdichten für beide Tracer vergleich-
bar.
Für P−AS(3’-32P) bleibt die Abhängigkeit der Belegungsdich-
te von der Stromdichte bei Lagerung in PBS für 1h qualitativ
erhalten, aber die maximale Belegungsdichte reduziert sich auf
2,7± 0,2pmol cm−2, während sich die von P−AS(5’-32P) auf einen
Wert von ca. 4pmol cm−2 einstellt.
Nach 24h Lagerungsdauer betragen die Belegungsdichten unab-
hängig von der Stromdichte 0,5pmol cm−2 bei P−AS(3’-32P) bzw.
3,5pmol cm−2 bei P−AS(5’-32P). Bei den beiden höchsten Strom-
dichten sind die Belegungsdichten von P−AS(3’-32P) zwar ver-
gleichbar, aber bei den mit 10mA cm−2 behandelten Proben war
die Interferenzfarbe schwächer ausgeprägt, was auf eine dünnere
Oxidschicht hindeutet. Deshalb wurde für die weiteren Versuche
eine Arbeitsstromdichte von 8mA cm−2 gewählt.
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(c) Lagerung in PBS für 24h.
Abbildung 4.31: Einfluss der Stromdichte auf die Belegungsdichte von
P−AS(5’-32P) und P−AS(3’-32P) auf c.p.−Ti-Oberflächen nach Immobili-
sierung (0,5mol l−1 Acetatpuffer (pH 4,0), Polarisation bis 8VAg/AgCl)
sowie anschließender sequenzieller Lagerung in PBS für 1h und 24h
(P−AS(5’-32P) wurde bei 5 und 8mA cm−2) nicht mitgeführt).
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Damit wurde durch den Übergang zur gs Polarisation zunächst
eine hohe Belegungsdichte von P−AS(3’-32P) erreicht. Allerdings
konnten weder die hohen absoluten Belegungsdichten für P−AS(3’-
32P) nach Immobilisierung noch die Vergleichbarkeit zwischen
P−AS(5’-32P) und P−AS(3’-32P) in den Folgeversuchen reprodu-
ziert werden. Bei allen weiteren Experimenten waren die Bele-
gungsdichten von P−AS(5’-32P) stets größer als die von P−AS(3’-
32P).
Außerdem erfolgt der in Abbildung 4.31 beobachtete starke
Rückgang der Belegungsdichte von P−AS(3’-32P) zwischen 1h
und 24h Lagerung in PBS unabhängig von der Stromdichte, was
auf einen zusätzlichen Schädigungsmechanismus hindeutet. Eine
mögliche Ursache für die weitere Schädigung könnte die Photo-
aktivität des Titanoxids sein. Bei den bisherigen Versuchen wur-
den keine besonderen Vorkehrungen getroffen, die Oberflächen
vor Licht abzuschirmen. Alle Experimente wurden in der Präpa-
rationszelle oder in Multischalen bei normalem Tageslicht und
Laborbeleuchtung vorgenommen. Lediglich an sehr hellen Tagen
wurde eine textile Außenjalousie verwendet.
Um diese Einflussgröße zu überprüfen, wurden markierte AS
(ohne zusätzliche Verdunklung) immobilisiert (Stromdichte gs
8mA cm−2, Potential 8VAg/AgCl) und jeweils ohne Abdunklung
bzw. unter Lichtausschluss für bis zu 24h in PBS gelagert. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 4.32 dargestellt.
Bei P−AS(5’-32P) sind die Belegungsdichten für beide Gruppen
mit 6pmol cm−2 nach Immobilisierung bzw. 4pmol cm−2 nach
24h Lagerung in PBS vergleichbar. Bei P−AS(3’-32P) sind die Be-
legungsdichten bis zu einer Lagerungsdauer in PBS von 1h für
beide Gruppen ebenfalls vergleichbar. Nach einer Lagerungsdauer
von 24h unter Lichtausschluss ist sie jedoch mit 0,6pmol cm−2
größer als ohne Abdunklung (0,1pmol cm−2). Konsequenterweise
wurden nachfolgend bei den weiteren Experimenten die Proben
soweit wie möglich unter Lichtausschluss behandelt.
Obwohl durch die Behandlung der Proben unter Lichtaus-
schluss eine Verringerung der Strangschäden während der Aus-
lagerung erreicht werden kann, besteht nach Immobilisierung
immer noch eine erhebliche Diskrepanz in den Belegungsdichten
zwischen P−AS(3’-32P) und P−AS(5’-32P). Auch nach der Um-
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Abbildung 4.32: Einfluss der Beleuchtungssituation während der Lage-
rung in PBS und Trocknung auf die Belegungsdichten von P−AS(5’-32P)
und P−AS(3’-32P) auf c.p.−Ti-Oberflächen (Immobilisierung: 0,5mol l−1
Acetatpuffer (pH 4,0), gs 8mA cm−2, 8VAg/AgCl).
stellung der Arbeitsweise von ps auf gs Polarisation muss davon
ausgegangen werden, dass ein gewisser Anteil des Ladungsum-
satzes über Elektronentransfer durch die Oxidschicht erfolgt und
somit Strangschäden infolge Radikalbildung auftreten können.
Da dieser Prozess offensichtlich nicht vollständig unterdrückt
werden kann, müssen Maßnahmen getroffen werden, die die Aus-
wirkungen kompensieren. Eine Möglichkeit dazu ist die Zugabe
oxidierbarer Substanzen in einer ausreichend hohen Konzentra-
tion, so dass gebildete Radikale mit einer höheren Wahrschein-
lichkeit mit diesen wechselwirken als mit adsorbierten AS.
Zu diesen Substanzen zählt Ascorbinsäure, die sehr leicht zur
Dehydroascorbinsäure oxidiert werden kann und die deshalb
in vivo unter anderem eine Schutzfunktion für die DNA über-
nimmt. In einem Pilotversuch vor Umstellung auf gs Polarisa-
tion wurden je zwei Proben mit unmarkiertem P−AS beschich-
tet (ps 8VAg/AgCl, 100 s), wobei der Elektrolyt bei Adsorption
und anodischer Polarisation je 10mmol l−1 Ascorbinsäure oder
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) bzw. beide Substanzen ent-
hielt. EDTA wird als Komplexbildner für Metallionen unter an-
derem in Reinigungsmitteln und bei Schwermetallvergiftung in
der Medizin eingesetzt, kann aber auch elektrochemisch oxidiert
werden (Johnson et al. 1972). Der Zusatz von EDTA wurde ur-
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(b) Einfluss der Zusätze in Kombination auf die Be-
legungsdichten von P−AS(5’-32P) und P−AS(3’-32P)
nach Immobilisierung und Auslagerung (c.p.−Ti).
Abbildung 4.33: Einfluss von je 0,01mol l−1 EDTA und Ascorbinsäure ein-
zeln und in Kombination als Elektrolytzusätze während der Immobilisie-
rung von P−AS auf die Belegungsdichten von P−AS(5’-32P), P−AS(3’-32P),
KS3(3’-32P) und NS6(3’-32P).
sprünglich gewählt, um eventuell während der anodischen Po-
larisation entstehende Titanylionen zu binden und somit deren
Wechselwirkung mit adsorbierten AS zu verhindern.
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Nach 24h Lagerung in PBS wurde je eine Probe pro Zustand
in einem Hybridisierungsexperiment für 1h mit KS3(3’-32P) oder
NS6(3’-32P) inkubiert. Dabei wurden für KS3(3’-32P) bei Zugabe
von EDTA oder Ascorbinsäure Belegungsdichten von 0,01 bzw.
0,09pmol cm−2, bei Kombination beider jedoch 0,4pmol cm−2
bestimmt (Abbildung 4.33a). Die Bindung von NS war vernachläs-
sigbar und in der Größenordnung von 0,01pmol cm−2.
Wie die Ergebnisse des Experiments zeigen, haben die bei-
den Zusätze allein keinen (EDTA) bzw. nur einen sehr geringen
Einfluss (Ascorbinsäure) auf die Hybridisierungsfähigkeit der
Ankerstränge. In Kombination wird jedoch eine Förderung der
Hybridisierungsfähigkeit immobilisierter AS erreicht, allerdings
auf einem sehr niedrigen Niveau.
Dieser Effekt wurde für die markierten Ankerstränge näher
untersucht, wobei die anodische Polarisation galvanostatisch bei
8mA cm−2 bis 8VAg/AgCl erfolgte. Die Ergebnisse sind in Ab-
bildung 4.33b dargestellt. Die Belegungsdichte für P−AS(5’-32P)
nach Immobilisierung ist mit 0,8pmol cm−2 bereits sehr gering
und sinkt während der Lagerung in PBS auf 0,7pmol cm−2 ab. Für
P−AS(3’-32P) werden Belegungsdichten von 0,3 und 0,2pmol cm−2
nach Immobilisierung bzw. Lagerung in PBS erreicht. Die im Pi-
lotversuch beobachtete Belegungsdichte von 0,4pmol cm−2 für
KS3(3’-32P) befindet sich zwischen den Werten für P−AS(5’-32P)
und P−AS(3’-32P) . Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
bei Zugabe von EDTA und Ascorbinsäure ein Großteil der im-
mobilisierten AS hybridisierungsfähig ist, aber die gebundene
Stoffmenge an AS insgesamt zurückgeht.
Werden die beiden Substanzen nur während der anodischen
Polarisation zugegeben, sind die erreichten Belegungsdichten
von P−AS(3’-32P) und P−AS(5’-32P) vergleichbar mit denen in
Abbildung 4.32, so dass dabei das Ausmaß der Strangschäden
nicht verringert wurde.
Als weitere Alternative wurde Ethanol untersucht. Ethanol ist
unbegrenzt in Wasser löslich und kann elektrochemisch über
Ethanal zu Essigsäure oxidiert werden (dos Anjos et al. 2008,
Lai & Koper 2009). Allerdings kann Ethanol in hohen Konzen-
trationen (> 50Volumen-%) zur Aggregation und Ausfällung von
DNA-Molekülen führen. Entsprechende Untersuchungen wurden
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Abbildung 4.34: Einfluss von Ethanol als Elektrolytzusatz während der
Immobilisierung auf die Belegungsdichte von P−AS(5’-32P) und P−AS(3’-
32P) auf c.p.−Ti-Oberflächen.
meist an nativer, doppelsträngiger DNA mit deutlich längeren Se-
quenzen durchgeführt (Piskur & Rupprecht 1995, Hackl & Blagoi
2000, Zhang et al. 2008). Bis 50Volumen-% sind DNA-Moleküle
löslich, die Stabilität der Doppelhelix nimmt jedoch ab, wobei
der Effekt stark durch die Anwesenheit divalenter Kationen (z. B.
Mg2+) beeinflusst wird (Piskur & Rupprecht 1995).
Für die eigenen Arbeiten wurde Ethanol in einer maximalen
Konzentrationen von 5mol l−1 eingesetzt. Das entspricht einem
Anteil von 29Volumen-%. Die Zugabe erfolgte bei Adsorption
und anodischer Polarisation. Den Einfluss von Ethanol als Elektro-
lytzusatz auf die Belegungsdichten von P−AS(5’-32P) und P−AS(3’-
32P) nach Immobilisierung und Lagerung in PBS für bis zu 24h
gibt Abbildung 4.34 wieder.
Bei Immobilisierung mit gs 8mA cm−2 treten bis zu einer Kon-
zentration von 2,73mol l−1 keine Änderungen der Belegungsdich-
ten im Vergleich zum Zustand ohne Elektrolytzusatz auf. Bei einer
Ethanolkonzentration von 5mol l−1 erfolgt ein Sprung zu höhe-
ren Belegungsdichten für beide Stränge. Bei P−AS(5’-32P) werden
nach Immobilisierung 8,3pmol cm−2 erreicht, die während der
Lagerung in PBS für 24h auf 6,3pmol cm−2 sinken. Für P−AS(3’-
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32P) betragen die Werte 6,2pmol cm−2 bzw. 2,2pmol cm−2. Das
entspricht einer Erhöhung der Belegungsdichte ungeschädigter
Stränge um den Faktor 4,6 im Vergleich zum Ausgangszustand.
Trotzdem beträgt der Verlust an P−AS(3’-32P) immer noch 64%.
Da die mit 8mA cm−2 bei einem Ethanolgehalt von 5mol l−1
gebildeten Oxidschichten wieder eine blassere Interferenzfarbe bei
entsprechend kürzerer Polarisationsdauer bis zum Erreichen von
8VAg/AgCl aufwiesen (gleichbedeutend mit einer möglicherweise
dünneren Oxidschicht), wurde die Stromdichte auf 7mA cm−2
reduziert. Diese Änderung hatte keinen Einfluss auf die erreich-
baren Belegungsdichten.
Für diesen Zustand wurde ein Hybridisierungsexperiment (Ab-
bildung 4.35, linke Gruppe) mit insgesamt 18 Proben durchgeführt.
Je drei Proben mit unmarkiertem P−AS wurden nach 24h Lage-
rung in PBS für 1h mit 100µl, 400nmol l−1 Lösung von KS3(3’-32P)
bzw. NS6(3’-32P) in PBS inkubiert. Analog wurden je 6 Proben mit
immobilisiertem P−AS(5’-32P) und P−AS(3’-32P) behandelt, nur
dass in diesem Falle KS und NS nicht markiert waren. Dabei zeigte
sich, dass unter diesen Prozessbedingungen für KS3(3’-32P) die
gleichen Belegungsdichten wie für P−AS(3’-32P) erreichbar sind.
Die unspezifische Bindung von NS6(3’-32P) ist in Abbildung 4.35
nicht aufgetragen, da die Belegungsdichte wiederum vernachläs-
sigbar gering war.
Das positive Ergebnis dieses Versuchs ist, dass offensichtlich
hybridisierungsfähiger P−AS in einer Größenordnung zur Verfü-
gung steht, die der Stoffmenge nicht geschädigtem P−AS entspricht.
Andererseits ist das immer noch lediglich ein Drittel der Gesamt-
menge immobilisierten P−AS. Deshalb wurde untersucht, ob der
Prozessablauf selbst für die Schädigung verantwortlich ist.
Bisher wurden die Proben nach jedem Prozessschritt (Immo-
bilisierung, Lagerung in PBS für 1h und 24h sowie Hybridisie-
rung) getrocknet und die Belegungsdichte der markierten P−AS
bestimmt. Anschließend erfolgte die Weiterverarbeitung. Das er-
gibt ein 4-maliges Trocknen und Wiederbenetzen der Proben
innerhalb eines Versuchs. Nachfolgend wurde die Anzahl der
Trocknungs- und Wiederbenetzungszyklen sukzessiv reduziert
(Abbildung 4.35).
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Abbildung 4.35: Belegungsdichten von P−AS(5’-32P), P−AS(3’-32P) und
KS3(3’-32P) auf c.p.−Ti-Oberflächen nach der Hybridisierung in Abhän-
gigkeit von der Anzahl an Trocknungen und Wiederbenetzungen der
Proben.
Werden die Proben nur nach Lagerung in PBS für 24h und nach
Hybridisierung getrocknet (2 Zyklen), erhöht sich die Belegungs-
dichte von KS3(3’-32P) auf 4pmol cm−2. Für die von P−AS(3’-32P)
ist keine Änderung erkennbar und die von P−AS(5’-32P) verringert
sich auf 4,8pmol cm−2.
Wenn nur eine einmalige Trocknung der Proben nach Hybridi-
sierung erfolgt, setzt sich dieser Trend fort. Für P−AS(3’-32P) wird
keine Änderung beobachtet, die Belegungsdichte von KS3(3’-32P)
steigt auf 5,3pmol cm−2 und liegt damit tendenziell sogar über
der von P−AS(5’-32P) mit 4,6pmol cm−2.
Um diesen Effekt und gleichzeitig die Annahme über die Not-
wendigkeit von Elektrolytzusätzen zu evaluieren, wurde ein weite-
res Experiment durchgeführt, bei dem auf die Zugabe von Ethanol
verzichtet, die Proben aber nur einmalig nach der Hybridisierung
getrocknet wurden. Bei allen Strängen wurde ein Rückgang der
Belegungsdichten beobachtet. Der höchste Wert wurde wieder-
um für KS3(3’-32P) bestimmt. Dieser Befund wird in Unterab-
schnitt 5.2.2 bei der Analyse des Immobilisierungssystems wieder
aufgegriffen.
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4.2.4 Zusammenfassung zum nukleinsäurebasierten Immobilisierungs-
system
Nukleinsäure-Einzelstränge adsorbieren in einem Konzentrati-
onsbereich von 40 – 800nmol l−1 an Titanoberflächen. Wenn eine
terminale Phosphatgruppe vorhanden ist, erfolgt die Wechselwir-
kung bevorzugt über diese. Ein pH-Wert von 4,0 unter Verwen-
dung von Acetatpuffer hat sich für die Adsorption der P−AS als
optimal erwiesen. Bei höheren pH-Werten nimmt die Belegungs-
dichte der P−AS kontinuierlich ab und bei niedrigeren sind starke
Schwankungen zu beobachten. An grobkörnigen Oberflächen von
c.p.−Ti und TiAl3Nb23 als Modelllegierungen für die α- bzw. β-
Phase konnte gezeigt werden, dass die Belegung der Oberflächen
im Maßstab charakteristischer Gefügemerkmale homogen und
für beide Phasen in vergleichbarem Ausmaß erfolgt. Die Bindung
adsorbierter P−AS erweist sich als schwach und eine Lagerung
bei erhöhtem pH-Wert von 7,5 (TRIS-HCl) führt zur schnellen
Desorption der Ankerstränge.
Durch Erzeugung anodischer Oxidschichten können adsorbier-
te P−AS fixiert werden, wobei für das untersuchte Strangsystem
ein Zielpotential von 8VAg/AgCl gewählt wurde. Allerdings tra-
ten dabei und während der nachfolgenden Prozessschritte starke
Schädigungen der adsorbierten und immobilisierten P−AS auf,
die zum großen Teil auf durch die n-halbleitenden Eigenschaften
der Titanoxidschichten verursachten Nebenwirkungen zurückge-
führt werden können. Diese müssen durch geeignete Maßnahmen
kompensiert werden.
Zum ersten führen die während der anodischen Polarisation
als Zwischenprodukt der Sauerstoffentwicklung gebildeten Sauer-
stoffradikale zu Strangbrüchen der P−AS. Diesem Schädigungsme-
chanismus wurde entgegengewirkt, indem die Immobilisierung
im gs Modus mit einer Stromdichte von 7mA cm−2 durchgeführt
wurde. Diese Polarisationsbedingungen garantieren eine hohe
Faradayeffizienz der Oxidbildung. Da die Sauerstoffentwicklung
nicht vollständig unterdrückt werden kann, musste außerdem
Ethanol als Protektor in einer hohen Konzentration von 5mol l−1
zugegeben werden, um gebildete Radikale abzufangen.
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Zum zweiten führt die auch aus den n-halbleitenden Eigenschaf-
ten von Titanoxid resultierende Photoaktivität der Oxidschichten
zu einer erheblichen Schädigung immobilisierter P−AS, wenn nicht
weitestgehend unter Lichtausschluss gearbeitet wird.
Auch mit Hilfe dieser Maßnahmen kann eine Schädigung der
immobilisierten P−AS nicht vollständig verhindert werden. Wäh-
rend insgesamt ca. 6pmol cm−2 P−AS (bestimmt über P−AS(5’-
32P)) an der Oberfläche fixiert werden können, ist nur ca. 13 davon
am 3’-Terminus intakt (geschlossen aus P−AS(3’-32P)). Allerdings
ist bei einer anschließenden Hybridisierung mit KS eine Belegungs-
dichte erreichbar, die der von P−AS(3’-32P) entspricht.
Erst bei zusätzlicher Verringerung der Anzahl der Trocknungs-
und Wiederbenetzungszyklen wird eine weitere Erhöhung der
Belegungsdichte von KS erzielt. Erfolgt die Trocknung der Proben
nur einmalig, nach dem Hybridisierungsschritt, erhöht sich zwar
die absolute Belegungsdichte von P−AS(3’-32P) nicht und die von
P−AS(5’-32P) sinkt auf 4,5pmol cm−2, aber es wird eine deutliche
Steigerung der Belegungsdichte für KS erreicht, die tendenziell
sogar größer als die von P−AS ist.
5D I S K U S S I O N D E R E R G E B N I S S E
In diesem Kapitel werden die beschriebenen Ergebnisse im Hin-
blick auf zwei Bereiche diskutiert. Im ersten Abschnitt wird die
Wechselwirkung der Ankergruppen mit der Substratoberfläche
analysiert. Der zweite Abschnitt beschäftigt sich mit Fragestel-
lungen des partiellen Einbaus der adsorbierten Moleküle in die
anodischen Oxidschichten, der Verfügbarkeit ihrer aktiven Berei-
che und den Nebenwirkungen der Immobilisierungsprozedur.
5.1 wechselwirkung zwischen zu immobilisierenden
molekülen und der oberfläche
5.1.1 Initiale Wechselwirkung der Ankergruppen
In Unterabschnitt 2.2.3 wurde bereits dargelegt, dass Phosphat
und Phosphonat geeignete Ankergruppen für die Immobilisierung
von Molekülen an Titanoberflächen sind. Meist stehen die entspre-
chenden Untersuchungen im Zusammenhang mit der Formierung
von SAM. Prinzipiell sind zwei Vorgehensweisen anzutreffen. Sehr
häufig erfolgt die Adsorption der Verbindungen aus wasserfreien
Lösungen oder Elektrolyten, die zum Großteil aus organischen
Lösungsmitteln bestehen (Guerrero et al. 2001, Lafond et al. 2003,
Silverman et al. 2005, Chen et al. 2001, Hähner et al. 2001, Spori
et al. 2007, Clair et al. 2008), da die für die SAM verwendeten
aliphatischen Kohlenwasserstoffe darin gut löslich sind und die
Lösungsmittel technologisch gesehen einfach verdampft werden
können, um sie zu entfernen. Im Hinblick auf Anwendungen auf
biologischem, biochemischem oder medizinischem Gebiet sind
jedoch die wasserbasierten Systeme interessant, wie sie z. B. von
Mani et al. (2008) oder Gnauck (2009) untersucht wurden.
Generell wird von Chemisorption der Phosphate und Phos-
phonate an die Titanoberflächen unter Bildung von P−O−Ti-
Bindungen ausgegangen. Diskutiert wird jedoch über die An-
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zahl der an der Bindung beteiligten Sauerstoffatome. Außerdem
wird häufig eine Abhängigkeit der gebundenen Stoffmenge vom
pH-Wert beobachtet. Das deutet auf elektrostatische Wechselwir-
kungen hin. In diesem Zusammenhang untersuchten Connor &
McQuillan (1999) die Adsorption von Phosphat an über einen
Sol-Gel-Prozess hergestellten TiO2-Oberflächen in situ mittels in-
terner Infrarot (IR)- Reflexionsspektroskopie in einem pH-Bereich
von 3,0 – 11,0. Die adsorbierte Menge an Phosphat nahm dabei
von pH 11,0 (keine Bindung) bis pH 3,0 zu, wie es bei elektro-
statischer Wechselwirkung zu erwarten ist. Allerdings fanden
die Autoren über Fits von IR-Spektren Hinweise auf das Auftre-
ten nur einer Protonierungsstufe von Phosphatgruppen bei pH
5 – 6, was als Ausbildung einer zweizähnigen (chemisorptiven)
Bindung gedeutet wurde. Dieses Ergebnis wurde zusätzlich ge-
stützt, da einfach substituiertes Phosphat (n-Butylphosphat) bei
pH 6,0 adsorbierte, während bei zweifach substituiertem Phos-
phat (Dimethylphosphat) mit nur noch einer freien OH−Gruppe
keine Adsorption beobachtet werden konnte. Ein vergleichbares
Ergebnis für Dimethylphosphat wurde von Chen et al. (2001) bei
der Adsorption aus einer Mischung von Isooktan und Ethanol an
TiO2-Sol-Gel-Schichten auf Glas beobachtet.
Diese beiden Befunde sind für das modulare Immobilisierungs-
system interessant, da sie einen Hinweis zur Erklärung des ge-
ringen Ausmaßes der Bindung von HO−AS in Konkurrenz mit
terminal phosphoryliertem P−AS (vgl. Abbildung 4.29 auf Seite
129) liefern. Terminale Phosphatgruppen verfügen über zwei po-
tentielle Bindungsstellen, während Phosphatgruppen im Zucker-
Phosphat-Rückgrat nur jeweils eine aufweisen. Sind beide Arten
von Phosphatgruppen vorhanden, kann die Adsorption über die
bevorzugte zweizähnige Bindung der terminalen Phosphatgrup-
pen erfolgen und eine (einzähnige) Wechselwirkung mit Phosphat-
gruppen des Zucker-Phosphat-Rückgrats unterdrückt werden.
Ralston und Mitarbeiter (Michelmore et al. 2000, Gong 2001)
untersuchten die Adsorption von Orthophosphat und linearen Po-
lyphosphaten (Pn) mit Kettenlängen von 2 – 10 Phosphoratomen
an kolloidalen TiO2-Partikeln. Sie bestätigten die zweizähnige,
chemisorptive Bindung, die in diesem Fall über die beiden termi-
nalen Phosphatgruppen erfolgt, beobachteten aber auch schwache,
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elektrostatische Wechselwirkungen der nicht terminalen Phosphat-
gruppen, wenn diese und die Substratoberfläche entgegengesetzt
geladen sind. Dabei erfolgt zunächst die chemisorptive Bindung
an die Oberfläche und die elektrostatischen Wechselwirkungen
treten erst nach einigen Minuten ein. Bei Konkurrenzadsorption
der Verbindungen P1 und P10 adsorbierte erstere schneller, wurde
aber durch letztere verdrängt.
Bei Phosphonatankern werden die zwei- und die dreizähnige
Bindung an Titanoberflächen diskutiert. Die Entscheidung über
die Bindungsart basiert in der Regel auf der Verringerung von
P−OH- und P−O-Streckschwingungen in IR-Spektren (Guerrero
et al. 2001, Griep-Raming et al. 2004, Rusu & Yates Jr. 2000), Peak-
verschiebungen in Festkörper-Kernspinresonanz (NMR)-Spektren
(Guerrero et al. 2001, Lafond et al. 2003, Mutin et al. 2004) und der
Auswertung von XPS-Spektren hinsichtlich des Verhältnisses der
Komponenten für P−O und P−O des Sauerstoffpeaks (Adolphi
et al. 2004, Zorn et al. 2005, Adden et al. 2006, Mani et al. 2008).
Bei der letzten Methode muss berücksichtigt werden, dass im
relevanten Bindungsenergiebereich eine Reihe funktioneller Grup-
pen Beiträge zum Spektrum liefern und die Analyse erschweren
können. Besonders beim Auftreten von Kontamination, deren
Zusammensetzung in der Regel unbekannt ist, müssen die Mes-
sungen kritisch betrachtet werden. Ebenso müssen eventuell vor-
handene Oberflächenhydroxylgruppen und adsorbiertes Wasser
berücksichtigt werden. Aus diesen Gründen wurde eine derartige
Evaluierung der eigenen Messungen nicht vorgenommen (vgl.
Unterabschnitt 4.1.2).
Die zwei- oder dreizähnige Bindung von Phosphonatgruppen
an Titan(oxid)oberflächen ist abhängig von der Kettenlänge des
Gesamtmoleküls. Mutin et al. (2004) fanden beim Vergleich der
Adsorption von n-Dodecylphosphonsäure und Phenylphosphon-
säure mittels NMR-Spektroskopie, dass die längeren C12-Ketten
zweizähnig, die kürzere Phenylphosphonsäure aber dreizähnig
binden und begründeten diese Beobachtung mit einem höheren
Ordnungsgrad bei den längeren Molekülen.
Für phosphatverankerte Monolagen aus Alkylketten mit 10 – 18
C-Atomen schlossen Spori et al. (2007) aus dynamischen Kon-
taktwinkel- und XPS-Messungen sowie polarisationsmodulierten
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IR-Reflexions-Absorptions-Spektren ebenfalls auf eine Zunahme
des Ordnungsgrades der Monolagen bei größeren Kettenlängen.
Sie ermittelten, dass bei 16 – 18 C-Atomen geordnete Monola-
gen entstehen, die durch zwischenmolekulare Van-der-Waals-
Wechselwirkungen stabilisiert werden, während kurze Ketten
hauptsächlich über ihre Ankergruppen immobilisiert werden und
keine vergleichbar dichte Packung aufweisen.
Für die eigenen Messungen konnten die in der Literatur be-
schriebenen Tendenzen im Wesentlichen bestätigt werden. Sowohl
bei der Immobilisierung des RGD-Peptids als auch bei der Ad-
sorption der AS wurde eine pH-Abhängigkeit der Belegungsdichte
festgestellt (vgl. Abbildungen 4.13 und 4.26 – 4.28), wobei bei al-
kalischen pH-Werten die gebundene Stoffmenge geringer ist als
bei sauren und somit neben der chemisorptiven Bindung auch
elektrostatische Wechselwirkungen eine Rolle spielen. Allerdings
können die beiden Substanzen wegen ihrer grundsätzlich verschie-
denen Zusammensetzung und Struktur nicht direkt miteinander
verglichen werden.
Im Falle der Nukleinsäuren werden nach Adsorption von P−AS
aus 400nmol l−1 Lösung in 0,154mol l−1 NaCl gleichmäßig ho-
he Belegungsdichten von 6 12pmol cm−2 bei pH Werten von
3,0 – 5,0 erreicht. Bei pH-Werten > 7, 0 sinkt die Belegungsdichte
kontinuierlich mit steigendem pH-Wert und beträgt bei pH 7,5
nur 37% der bei pH 4,0. Die hohe Belegungsdichte bei niedrigen
pH-Werten lässt sich auf die chemisorptive Bindung zurückführen
und befindet sich im Einklang mit den Literaturdaten. Inwieweit
elektrostatische Wechselwirkungen eine Rolle spielen, muss dis-
kutiert werden.
In Unterabschnitt 2.1.2 wurde dargelegt, dass der IEP der Luft-
passiv- und anodischen Oxidschichten auf Titanwerkstoffen, wie
sie für diese Arbeit verwendet wurden, bei ca. 4,3 zu erwarten
ist. Die pKs-Werte der Oligonukleotide sind nicht bekannt, kön-
nen aber aus denen der Orthophosphorsäure abgeschätzt werden.
Diese betragen 2,1, 7,2, 12,2 (Willmes 2001, S. 814). Damit kann
davon ausgegangen werden, dass die terminalen Phosphatgrup-
pen mit zwei ungebundenen OH-Gruppen bei den niedrigeren
pH-Werten zumindest partiell deprotoniert, die Phosphatgruppen
des Zucker-Phosphat-Rückgrats aber protoniert vorliegen.
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Somit lässt sich ableiten, dass die elektrostatischen Wechselwir-
kungen bei pH 6 4, 0 keine Rolle spielen oder die chemisorptive
Bindung der P−AS unterstützen und im pH-Bereich von 4,5 – 5,5
die negative Gesamtladung der Oberfläche relativ gering ist, so
dass die Chemisorption der terminalen Ankergruppen nicht be-
hindert wird. Der beobachtete Rückgang der Belegungsdichte bei
pH-Werten > 7,0 kann auf zwei Effekte zurückgeführt werden.
Zum einen nimmt mit steigendem pH-Wert auch die negative
Ladung der Titanoberfläche zu. Zum anderen befindet sich in
diesem pH-Bereich die zweite Protonierungsstufe der Phosphor-
säure, so dass bei pH-Werten > 7,0 von einem deprotonierten und
damit negativ geladenen Zucker-Phosphat-Rückgrat ausgegangen
werden muss. Daraus resultiert eine elektrostatische Abstoßung,
die die Chemisorption mit steigendem pH-Wert zunehmend be-
hindert und die Desorption adsorbierter AS begünstigt (vgl. Ab-
bildung 4.25).
Im Gegensatz zu den Ergebnissen in NaCl-Lösung weisen die
Phosphorimagerbilder in Abbildung 4.26 (Seite 125) auf eine Ab-
nahme der Belegungsdichte mit steigendem pH-Wert im Bereich
von 3,5 – 5,5 hin. Bei diesen Versuchen wurde im Unterschied zu
den vorher besprochenen als Elektrolyt 0,5mol l−1 Acetatpuffer
verwendet. Wie in Unterabschnitt 5.2.2 im Zusammenhang mit
den Elektrolytzusätzen noch vertiefend diskutiert wird, können
Acetationen an Titanoberflächen adsorbieren. Da der pKS-Wert
der Essigsäure 4,7 beträgt (Willmes 2001, S. 395), ist damit ab die-
sem pH-Wert verstärkt zu rechnen. Das wird durch die deutlich
geringere Schwärzung in den Phosphorimagerbildern bei pH 5,0
und 5,5 im Vergleich zu den niedrigeren pH-Werten bestätigt.
Das Adsorptionsverhalten der P−AS ändert sich noch einmal
deutlich, wenn der Elektrolyt Ethanol in einer hohen Konzentrati-
on von 5mol l−1 enthält. Die Belegungsdichte steigt zunächst wie
bei den Phosphorimagerbildern im Bereich von pH 5,5 bis pH 4,0
mit sinkendem pH-Wert an. Bei pH-Werten von 3,5 und 3,0 ist die
Belegungsdichte nicht mehr reproduzierbar.
Die starken Schwankungen können nicht mehr einfach mit
Konkurrenzeffekten zwischen P−AS und Ethanol erklärt werden,
da solche zu einer reproduzierbar verringerten Belegungsdichte
führen müssten. Allerdings spiegeln die bestimmten Belegungs-
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dichten auch nicht die ursprünglich adsorbierten Stoffmengen
wieder, sondern diejenigen, die nach dreimaligem Spülen mit Ace-
tatpuffer und einmaligem Tauchen in Reinstwasser (18MΩ cm)
noch gebunden sind. Damit lässt sich aus den Ergebnissen ablei-
ten, dass der Zusatz von Ethanol zunächst zu einer Verringerung
der Bindungsstabilität der P−AS führt. Auf die Bedeutung von
Ethanol als Elektrolytzusatz und dessen Wirkung wird in Unter-
abschnitt 5.2.2 noch einmal eingegangen.
Bei der Immobilisierung des RGD-Peptids wurde ebenfalls ei-
ne pH-Abhängigkeit bei der Immobilisierung beobachtet, wobei
der Effekt nicht so deutlich ist wie bei Adsorption der P−AS (Ab-
bildung 4.13). Bei pH 7,5 (Boratpuffer) ist das ELISA-Signal um
20% geringer als bei pH 4,0 (Acetatpuffer oder NaCl-Lösung),
während bei Adsorption von P−AS(5’-32P) aus NaCl-Lösung der
Unterschied der Belegungsdichten zwischen pH 4,0 und 7,5 in Ab-
bildung 4.27 50% beträgt. Für diese Beobachtung können mehrere
Ursachen verantwortlich sein.
Bei beiden Ankersystemen kann davon ausgegangen werden,
dass bei pH 4,0 die elektrostatischen Verhältnisse an der Oberflä-
che, wie oben diskutiert, eine Bindung der Moleküle unterstützen
oder zumindest keinen Einfluss haben und bei pH > 7,0 der Che-
misorption entgegenwirken. Zusätzlich muss beim RGD-Peptid
die im Verhältnis zum Molekulargewicht große Anzahl an Anker-
gruppen berücksichtigt werden, die außerdem potentiell stärker
binden (zwei- bzw. dreizähnig bei Phosphonat- gegenüber ein-
und zweizähnig bei Phosphatankern). Auf den Einfluss der An-
zahl an Ankergruppen wird in Unterabschnitt 5.1.3 noch einmal
näher eingegangen. Nicht zuletzt wird die elektrostatische Ab-
stoßung bei pH > 7,0 im Falle der P−AS wegen ihrer sehr hohen
negativen Ladungsdichte im Zucker-Phosphat-Rückgrat eine grö-
ßere Rolle spielen als beim RGD-Peptid.
5.1.2 Belegungsdichte
Für die adsorbierten und immobilisierten Nukleinsäuren wurden
Belegungsdichten bezogen auf die geometrische Probenoberflä-
che direkt aus den Messdaten abgeleitet. Zum Beispiel betrug
diejenige von P−AS(5’-32P) nach gs Polarisation mit 7mA cm−2
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bis 8VAg/AgCl unter Zusatz von Ethanol 8,4pmol cm−2 (Abbil-
dung 4.34).
Um eine bessere Vorstellung von der Packungsdichte der ge-
bundenen Stränge zu erhalten, kann diese Belegungsdichte in eine
Flächenbelegung pro Molekül umgerechnet werden, die bei dich-
ter Packung dem Flächenbedarf eines Moleküls entspricht. Für
das eingangs erwähnte Beispiel ergibt sich ein Wert von ca. 20nm2
pro Molekül und für die maximale beobachtete Belegungsdichte
von KS (5,4pmol cm−2 in Abbildung 4.35) 31nm2.
Nach Calladine et al. (2004) betragen die Durchmesser der
drei Formen doppelsträngiger A-, B- und Z-DNA 2,6, 2,0 bzw.
1,8nm, so dass der Durchmesser einzelsträngiger DNA mit ca. 0,9 –
1,3nm geschätzt werden kann. In dieser Hinsicht erscheint die
erreichte Packungsdichte der Ankerstränge auf der Oberfläche
zunächst einmal gering, insbesondere im Vergleich mit Werten
von SAM aus Alkylphosphonaten oder -phosphaten, wie z. B. den
von Silverman et al. (2005) für C11-Ketten an TiAl6V4 ermittelten
1,66nm2.
Allerdings sind die Verhältnisse bei der Immobilisierung von
Nukleinsäuren nicht mit denen von ca. 1,5 – 2,5nm langen ali-
phatischen Kohlenwasserstoffen vergleichbar. Wird als maxima-
ler Abstand der Phosphate im Zucker-Phosphat-Rückgrat eines
Einzelstrangs bei voller Streckung des Moleküls ca. 0,6nm an-
genommen (Calladine et al. 2004), ergibt sich bei 60 Basen eine
maximale Gesamtlänge von ca. 36nm. Bei dieser Länge muss eine
gewisse Flexibilität des Strangs vorausgesetzt werden, und es ist
ein erhöhter Platzbedarf zu erwarten, insbesondere wenn keine
internen Hybride gebildet werden.
In Abbildung 5.1 sind die mit dem hier untersuchten Strangsys-
tem erzielten Belegungsdichten Literaturwerten gegenübergestellt,
bei denen die Nukleinsäuren ebenfalls regioselektiv, terminal im-
mobilisiert wurden. In der Darstellung wurden die Stranglänge
und die eingesetzte Konzentration, aber nicht das verwendete An-
kersystem und das Immobilisierungsprotokoll berücksichtigt. Es
zeigt sich, dass die in dieser Arbeit erzielten Belegungsdichten ver-
gleichbar mit denen anderer Gruppen und bei Berücksichtigung
der Stranglänge sogar sehr hoch sind.
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Abbildung 5.1: Belegungsdichten immobilisierter Oligonukleotide aus
Literaturdaten und eigenen Messungen.
Wie die ebenfalls aus Literaturwerten erstellte Abbildung 5.2
zeigt, hat die AS-Belegungsdichte Auswirkungen auf die Hybridi-
sierungsfähigkeit des jeweiligen Strangsystems. Generell sinkt
die Hybridisierungseffizienz, welche als das prozentuale Ver-
hältnis der Belegungsdichten von KS und AS definiert ist, mit
steigender AS-Belegungsdichte. Hybridisierungseffizienzen von
ca. 100% wurden in einigen Fällen für AS-Belegungsdichten von
< 6,5pmol cm−2 erreicht.
Die hohe Hybridisierungseffizienz bei Chrisey et al. (1996) wur-
de durch die Autoren darauf zurückgeführt, dass durch Homo-
oligomere aus Cytosin und Guanin Tripelhelices gebildet werden
können und/oder die im Vergleich zu einer gemischten Sequenz
höhere Anzahl an Wasserstoffbrückenbindungen (drei pro Ba-
se) zu stabileren Hybriden führt. Rogers et al. (1999) erreichten
nach Immobilisierung eines 36mer AS aus 40µmol l−1 Lösung
an silanisierten Glasoberflächen mit 49,8pmol cm−2 die höchste
AS-Belegungsdichte und eine der niedrigsten Hybridisierungseffi-
zienzen (15%). Aus diesen Daten lässt sich schlussfolgern, dass
zur Erzielung einer hohen Hybridisierungseffizienz eine dichte
Packung der AS nicht angestrebt werden sollte.
Für die Immobilisierung des RGD-Peptids ist es nicht möglich,
aus den eigenen Arbeiten eine Belegungsdichte abzuleiten. Der
ELISA ist ein semiquantitatives Verfahren und die XPS-Daten sind
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Abbildung 5.2: Literaturwerte für erzielte Hybridisierungseffizienzen an
Oberflächen in Abhängigkeit von der AS-Belegungsdichte (Chrisey et al.
1996, Peterlinz et al. 1997, Steel et al. 1998, Rogers et al. 1999, Demers et
al. 2000, Peterson und Georgiadis 2001, Su et al. 2005).
wegen des vertikalen Schichtaufbaus der Oberfläche und rauhig-
keitsbedingter geometrischer Unsicherheiten hinsichtlich dieses
Aspekts nicht sicher analysierbar. Als Anhaltspunkt können aber
die Untersuchungen von Auernheimer (2005) dienen.
In jener Arbeit wurde an dem auch hier verwendeten Peptid mit
Aminohexansäure-Spacer (P2) D-Phenylalanin (f) durch D-Tyrosin
(y) ersetzt und mit 125I radioaktiv markiert. Die Beschichtung der
Titanoberflächen erfolgte durch Tauchen der Proben in Peptidlö-
sung mit Konzentrationen von 10−7 – 10−4 mol l−1 in PBS bei pH
7,4 über Nacht. Für eine Peptidkonzentration von 10−5 mol l−1
betrug die Belegungsdichte 8,2± 0,9pmol cm−2. Bei 10−4 mol l−1
wurde ein Wert von 300± 100pmol cm−2 erreicht. Dies entspricht
einer Flächenbelegung von 20 bzw. 0,6nm2 pro Molekül. Die enor-
me Zunahme der Belegungsdichte bei 10−4 mol l−1 Peptid bei
gleichzeitig sehr hohem Fehler könnte auf eine Mehrfachbelegung
der Oberfläche bedingt durch unspezifische Wechselwirkungen
infolge der langen Adsorptionsdauer hinweisen.
Der Wert von Auernheimer (2005) für 10−5 mol l−1 kann als
Schätzwert für die Größenordnung der Belegungsdichte bei den
eigenen Arbeiten dienen, da zum einen phosphatfreie Puffer einge-
setzt wurden, um die Konkurrenzadsorption von Phosphationen
zu verhindern, und zum anderen bei niedrigeren pH-Werten ge-
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arbeitet wurde. Beide Maßnahmen sollten die Adsorption des
Peptids fördern. Die Adsorptionszeiten waren jedoch mit 10min
wesentlich kürzer, so dass davon auszugehen ist, dass im Gegen-
satz zu Auernheimer (2005) noch kein Adsorptionsgleichgewicht
erreicht wurde.
Die Annahme, dass die Belegungsdichten der eigenen Arbeiten
bei 10−5 mol l−1 vergleichbar mit denen von Kessler und Mitarbei-
tern sind, wird außerdem dadurch gestützt, dass sowohl im ELISA
als auch bei Zelladhäsionstests (immer jeweils am Firmenstandort
der Biomet Deutschland GmbH durchgeführt) ähnliche Ergebnis-
se erzielt wurden (vgl. Dahmen 2003, S. 36f. und Auernheimer
2005, S. 42 und 44).
5.1.3 Stabilität der Bindung nach Adsorption
Die Stabilität ausschließlich adsorbierter Moleküle mit Phosphat-
oder Phosphonatankergruppen wurde bisher selten untersucht.
Gnauck (2009) verglich das Desorptionsverhalten von SAM mit bei-
den Ankergruppen in verschiedenen Lösungen in Abhängigkeit
vom Aufbau der Spacer und der elektrolytseitigen Terminierung
(−COOH und −NH2). Der Spacer bestand aus einer Alkylkette
mit 10 oder 11 C-Atomen und 3 Oligoethylenglykoleinheiten. Die
Adsorption erfolgte aus ungepufferter wässriger Lösung oder
einer Mischung aus Wasser und Ethanol bei pH 4,0. Die Stabili-
tätstests wurden in verschiedenen Puffern (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-
1-piperazinyl)-ethansulfonsäure (HEPES)1, PBS und TRIS) bei pH
7,4, Wasser sowie Ethanol, Methanol und n-Hexan durchgeführt.
Generell erwiesen sich in wässriger Lösung die Moleküle mit
C11-Spacer im Vergleich zu C17 als instabiler. COOH-terminierte
Moleküle mit Phosphatanker und C11-Spacer desorbierten bei
Lagerung in Puffer bei pH 7,4 zum größten Teil. Bei vergleichba-
ren SAM mit Phosphonatanker waren die Verluste unter gleichen
Bedingungen geringer als bei solchen mit Phosphatanker. Bei
Lagerung in Methanol und Ethanol konnten alle Testsubstanzen
desorbiert werden, wobei sich die kürzeren C11-Spacer gegen-
1 Zusammensetzung: 10mmol l−1 HEPES, 150mmol l−1 NaCl, 4,65mmol l−1 NaOH;
pH 7,4 bei 25 ◦C.
5.1 wechselwirkung zwischen molekülen und oberfläche 153
über den C17-Spacern und die Phosphonatanker gegenüber den
Phosphatankern als stabiler erwiesen. Letzteres kann auf den Ein-
fluss der potenziell dreizähnigen Bindung der Phosphonate an
die Oberfläche zurückgeführt werden. Der deutliche Einfluss des
Spacers wurde mit dem höheren Ordnungsgrad bei C17 begrün-
det.
Kanta et al. (2006) fanden anhand von Kontaktwinkelmessun-
gen in Wasser, dass die Stabilität von SAM aus Octadecylphosphon-
säure bei Auslagerung vom molaren Volumen des Lösungsmittels
abhängt. Während die Schichten in Zyklohexan, Toluen und Ace-
ton stabil waren, verringerten sich die Fortschrittswinkel nach
Lagerung in Ethanol, Methanol und Wasser um 10, 18 bzw. 34%.
Die Autoren schlossen, dass die Bindung der Phosphonat- und
Phosphatgruppen hydrolytisch instabil ist, der Ordnungsgrad der
SAM jedoch eine Penetration der Schichten durch Lösungsmittel
behindern kann.
Mani et al. (2008) untersuchten die Stabilität OH- und CH3-
terminierter Alkylphosphonate sowie CH3-terminierter Alkylphos-
phate bei Lagerung in TRIS-gepufferter Salzlösung (TBS) bzw. Was-
ser bei 37 ◦C für bis zu 7Tage. Die CH3-terminierten Alkylphos-
phonate und -phosphate desorbierten innerhalb von 1Tag Lage-
rung in TBS zu 85% bzw. 82%. OH-terminierte Alkylphosphonate
erwiesen sich in dieser Studie als stabiler (55% Verlust), was auf
die Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den
terminalen OH-Gruppen zurückgeführt wurde.
Diese Ergebnisse konnten durch die eigenen Experimente in
vollem Umfang für das nukleinsäurebasierte Immobilisierungs-
system bestätigt werden. Nach Adsorption desorbieren die P−AS
bei Lagerung in TRIS−HCl innerhalb von 45min zu 76% (Abbil-
dung 4.24). Wie bereits im vorhergehenden Unterabschnitt disku-
tiert, ist für dieses System keine dichte Packung und Ausrichtung
der Stränge im Sinne der Bildung selbstorganisierender Mono-
lagen und damit auch keine Schutzwirkung der Schichten zu
erwarten.
In der Arbeit von Mani et al. (2008) wurde aufgrund dieser Be-
funde geschlussfolgert, dass Techniken entwickelt werden müssen,
um solche SAM auf Titanoberflächen zu stabilisieren. Um diese
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Forderung zu erfüllen, werden in der Literatur hauptsächlich zwei
Ansätze verfolgt.
Zum einen kann die Stabilität der Schichten durch eine Wär-
mebehandlung bei 120 – 130 ◦C über mehrere Stunden verbessert
werden. Dieser Ansatz wird durch Schwartz und Mitarbeiter
(Gawalt et al. 2001, Danahy et al. 2004, Silverman et al. 2005,
Cattani-Scholz et al. 2008) mit der von ihnen entwickelten Metho-
de verfolgt und wurde durch einige andere Gruppen adaptiert
(Griep-Raming et al. 2004, Zorn et al. 2005, Adden et al. 2006,
Clair et al. 2008). Auf solche Art erzeugte Monolagen erwiesen
sich bei Lagerung in Wasser2 bei pH 7,5 als stabil (Silverman et
al. 2005). Marcinko & Fadeev (2004) erzeugten phosphonatveran-
kerte SAM durch Tauchen der Proben in Toluen für 120h bei 80 ◦C
und testeten deren Stabilität durch Lagerung in Lösungen3 mit
pH-Werten von 1,1 – 10,3 für 1 Woche bei 65 ◦C. Der Verlust an
Molekülen betrug in diesem Zeitraum 15 – 20%.
Zum anderen wird versucht, durch Erhöhung der Anzahl der
Ankergruppen die Stabilität der Schichten zu erhöhen. Dazu ent-
wickelte Zoulalian (2008) ein variables System, bestehend aus
einem n-Butyl-Methacrylat-Rückgrat mit Phosphonatseitenketten
als Mehrfachanker und in trans-Konformation zu diesen PEG-
Seitenketten zur Erzeugung proteinresistenter Oberflächen.
Bei einem Verhältnis der Rückgrateinheiten zu Ankerketten von
4:1 und 30 Wiederholungseinheiten des Rückgrats erwiesen sich
die Moleküle ohne PEG-Seitenketten für mindestens 1 Woche als
stabil bei Lagerung in 0,16mol l−1 HEPES. Bei Lagerung in HCl
(pH 2) wurden nach 3 Wochen noch 90% und in NaOH (pH 9)
nach 1 Woche noch 70% detektiert.
Vergleichend untersuchte SAM aus NH4-terminiertem Dode-
cylphosphat erreichten unter diesen Bedingungen 60%, 65% bzw.
25%. Auch bei einer Erhöhung der Konzentration des HEPES-
Puffers bis zur Sättigung wurde keine verstärkte Desorption be-
obachtet.
2 pH-Wert mit 0,05mol l−1 NaOH eingestellt.
3 1:1-Mischungen von Tetrahydrofuran (THF) und folgenden Lösungen: 0,1mol l−1
HCl (pH 1,1), 0,05mol l−1 saures Kaliumphthalat (pH 4,1), Wasser (pH 6,9),
0,1mol l−1 TRIS (pH 10,3).
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Der Ansatz, die Stabilität adsorbierter Moleküle durch Erhö-
hung der Anzahl der Ankergruppen zu verbessern, wurde auch
durch Kessler und Mitarbeiter bei der Entwicklung des in die-
ser Arbeit untersuchten RGD-Peptids verfolgt und ist für die sehr
gute Stabilität des adsorbierten Peptids unter Auslagerungsbedin-
gungen verantwortlich (vgl. Abbildung 4.7 und Abbildung 4.16).
Allerdings zieht dieser Lösungsweg eine immense Steigerung des
Syntheseaufwands nach sich, wie die Arbeiten von Kantlehner
(2000), Dahmen (2003) und Auernheimer (2005) zeigen. Insbeson-
dere die Entschützung der Ankergruppen im letzten Synthese-
schritt erwies sich als schwierig und wird im folgenden Abschnitt
noch einmal von Interesse sein.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein dritter Ansatz
verfolgt, bei dem die hydrolytische Instabilität adsorbierter An-
kergruppen durch deren Einbau in anodische Oxidschichten kom-
pensiert wird. Die Analyse dieses Ansatzes erfolgt im nächsten
Abschnitt.
5.2 fixierung adsorbierter moleküle durch ihren
partiellen einbau in anodisch erzeugte oxidschich-
ten unter erhaltung ihrer funktionalität
Ziel des partiellen Einbaus von bifunktionellem Peptid mit Phos-
phonatanker und zyklischer RGD-Sequenz als aktiver Kopfgruppe
sowie phosphorylierter Ankerstränge in anodische Oxidschichten
war die Erhöhung der Stabilität der Ankergruppen gegenüber
Hydrolyse bei Erhaltung der Funktionalität des Gesamtmoleküls.
Während beim RGD-Peptid mit Funktionalität dessen Erkenn-
barkeit durch den ELISA-Antikörper und insbesondere die spezifi-
sche Stimulation der Adhäsion osteoblastärer Zellen gemeint ist,
soll darunter beim nukleinsäurebasierten Immobilisierungssys-
tem in dieser Arbeit die Fähigkeit der P−AS verstanden werden,
mit einem komplementären Gegenstrang mit hoher Effizienz zu
hybridisieren.
Arbeiten zur Konjugation des KS mit einem linearen Hexapep-
tid GRGDSP sowie Untersuchungen zur Hybridisierungsfähigkeit
der Konjugate an immobilisierten AS und der biologischen Ak-
tivität der Konjugate wurden im Rahmen einer Dissertation in
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der Arbeitsgruppe von Dr. B. Schwenzer an der Professur für
Allgemeine Biochemie durch Dr. J. Michael durchgeführt (Michael
2011).
In erster Näherung kann angenommen werden, dass die Mole-
küle in die anodische Oxidschicht eingebaut werden, die zuvor
adsorbiert waren. Allerdings besteht auch die Möglichkeit, dass
während der anodischen Polarisation oder im Zeitraum zwischen
Polarisationsende und Einfüllen der ersten Spüllösung weitere
Moleküle an der neu gebildeten Oberfläche adsorbieren, so dass
höhere Belegungsdichten nach Immobilisierung im Vergleich zur
Adsorption möglich sind.
Durch den partiellen Einbau der Moleküle in die anodische
Oxidschicht verkürzt sich die Spacerlänge entsprechend der Ein-
bautiefe. Das kann Einschränkungen in der Funktionalität nach
sich ziehen. Die Funktionalität der immobilisierten Moleküle muss
auch im Hinblick auf ihre Schädigung durch den Präparations-
prozess, insbesondere durch die Radikalbildung während der
anodischen Polarisation und die Photoaktivität der Oxidschicht
(vgl. Unterabschnitt 2.1.2) diskutiert werden. Da RGD-Peptid und
nukleinsäurebasiertes Immobilisierungssystem ein zum Teil deut-
lich unterschiedliches Verhalten zeigten, werden sie nachfolgend
getrennt analysiert.
5.2.1 RGD-Peptid
Das RGD-Peptid war nach Adsorption, elektrochemisch gestützter
Immobilisierung in weitem Parameterbereich und Lagerung in
boratgepufferter NaCl-Lösung mit allen verwendeten Untersu-
chungsverfahren detektierbar (vgl. Abschnitt 4.1). Im Potential-
bereich von 2 – 15VSCE wurden vergleichbare Absorptionswerte
im ELISA und Besiedlungseffizienzen im Zellversuch erreicht (Ab-
bildungen 4.6, 4.14 und 4.19). Ebensowenig hatte der Polarisa-
tionsmodus (ps oder gs) einen Einfluss auf die Detektierbarkeit
des Peptids (Abbildungen 4.6 und 4.14). Zugleich wurde bei drei
von vier Peptidchargen nach Immobilisierung mehr Peptid detek-
tiert als nach Adsorption (Abbildungen 4.13 und 4.15). Bei den
Auslagerungsexperimenten war die Bindung der Peptide nach
elektrochemisch gestützter Immobilisierung tendenziell stabiler
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als nach Adsorption, wobei der Trend insbesondere für lange
Lagerungszeiten nicht signifikant ist.
Betrachtet man zunächst den Unterschied zwischen detektierter
Peptidmenge nach Adsorption und Immobilisierung als starken
Hinweis für eine Erhöhung der Bindungsstabilität durch den
Einbau der Ankergruppen in die anodische Oxidschicht, fällt auf,
dass dieser Effekt bei P2b nicht auftritt. Einziger Unterschied
zwischen P2a und P2b ist, dass letzteres industriell hergestellt
wurde und eine höhere Reinheit im Vergleich zu den anderen
Chargen aufwies (vgl. Tabelle 3.2).
Nach Dahmen (2003), S. 32ff., erwies sich die Entschützung
der im Labormaßstab hergestellten Peptide als problematisch, so
dass das verwendete Produkt Anteile des Peptids mit nur parti-
ell entschützten Ankergruppen enthielt. In jener Arbeit konnte
gezeigt werden, dass sich mit zunehmender Anzahl geschütz-
ter Ankergruppen die mittels ELISA detektierbare Stoffmenge an
Peptid nach Adsorption auf TiAl6V4-Oberflächen verringert.
An dieser Stelle soll noch einmal darauf hingewiesen werden,
dass die im ELISA detektierte Menge an Peptid nicht der ursprüng-
lich adsorbierten Peptidmenge entsprechen muss. Zunächst kann
angenommen werden, dass nur Peptide mit vollständig geschütz-
ten Ankergruppen nicht mit der Oberfläche wechselwirken. Al-
le anderen können adsorbieren, werden aber potenziell leichter
desorbieren. Für den ELISA werden die Proben vor dem eigentli-
chen Test mehrfach in PBS gewaschen und für mindestens 2h in
PBS mit 5% BSA inkubiert, um die freie Oberfläche des Substrats
zu sättigen. Es ist anzunehmen, dass während dieser Prozedur
schwach gebundenes Peptid desorbiert.
Die bei den eigenen Arbeiten beobachteten Unterschiede in
der detektierten Peptidmenge nach Adsorption und nach elektro-
chemisch gestützter Immobilisierung lassen sich somit wie folgt
erklären. Während der Adsorptionsphase können alle Peptide,
die mindestens über eine freie Ankergruppe verfügen, adsorbie-
ren. Ohne weitere Maßnahmen zur Fixierung werden Peptide mit
geringerer Anzahl an Ankergruppen während der nachfolgenden
Spülschritte leichter desorbieren. Durch eine im Anschluss an die
Adsorption durchgeführte anodische Polarisation können offen-
sichtlich auch schwächer gebundene Peptide fixiert werden. Dieser
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Befund stellt somit einen Nachweis für den partiellen Einbau des
Peptids in die anodische Oxidschicht dar. Wäre der beobachte-
te Effekt durch die nachträgliche Adsorption von Peptid an der
frisch gebildeten Oxidoberfläche verursacht, müsste er auch bei
Peptid P2b auftreten.
Ein interessanter Befund ist ebenfalls, dass das Peptid im ge-
samten untersuchten Potentialbereich detektierbar und biologisch
aktiv ist. Geht man von einer Luftpassivschicht mit einer ursprüng-
lichen Dicke von 4 – 6nm aus, dann entsprechen Potentiale von 2 –
15VSCE einem Schichtdickenwachstum an der Grenzfläche Oxid/
Elektrolyt von nahezu 0 bis ca. 15nm (vgl. Unterabschnitt 2.1.2).
Wird für gestreckte, aliphatische Kohlenwasserstoffe eine Länge
von 0,13nm pro Atom angenommen, ergibt sich für den Hepta-
ethylenglykol-Spacer (2 Wiederholungseinheiten, insgesamt 36
Atome) eine Länge von ca. 4,7nm und für den Aminohexansäure-
Spacer (3 Wiederholungseinheiten, 21 Atome) von ca. 2,7nm.
Rechnet man zusätzlich die Aminosäuren Arginin und Lysin
von Kopf- bzw. erster Ankergruppe (maximal 14 Atome, 1,8nm)
dem Spacer zu, ist also eine mögliche Gesamtlänge des Spacers
bei senkrechter Anordnung des Peptids bezüglich der Oberfläche
von 6,5nm für P1 oder 4,5nm für P2 zu erwarten. Dise Schätzung
ist allerdings zu hoch, da einerseits eine nahezu senkrechte An-
ordnung von Molekülen nur für dicht gepackte SAM auftritt und
andererseits die verzweigte Struktur des Ankers eine senkrechte
Anordnung nur schwer vorstellbar erscheinen lässt.
Aufgrund dieser Abschätzung sollte bereits bei dem am häufigs-
ten verwendeten Potential von 4VSCE der größte Teil des Spacers
in die Oxidschicht eingebaut sein. Somit wären eigentlich Ände-
rungen in der Erkennbarkeit des Peptids durch den Antikörper im
ELISA und Zellen in Abhängigkeit vom Potential (und damit der
Schichtdicke) zu erwarten, die aber nicht beobachtet wurden. Es
muss also unter allen Bedingungen eine ausreichende Spacerlänge
vorliegen.
Auernheimer (2005) untersuchte den Einfluss der Spacerlänge
des an Titanoberflächen adsorbierten Peptids auf die Besiedlungs-
effizienz der MC3T3-E1-Zelllinie und konnte keine Unterschiede
bei Verwendung von Spacern mit 1 – 4 Aminohexansäureeinheiten
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feststellen. Nach obiger Abschätzung entspricht 1 Aminohexan-
säureeinheit einer gestreckten Länge von ca. 0,9nm.
Bei der Bindung des Peptids mit Acrylatanker an PMMA-
Oberflächen war nach Kantlehner et al. (1999) eine Aminohe-
xansäureeinheit nicht ausreichend, um die Zelladhäsion zu stimu-
lieren. In dieser Arbeit wurde ein minimal notwendiger Abstand
zwischen Oberfläche und Ligand von 3,5nm ermittelt.
Beer et al. (1992) bestimmten für die Adhäsion von Blutplätt-
chen an mit der Peptidsequenz RGDF modifizierten Polyacrylni-
tril-Kügelchen minimale Spacerlängen in Form von Polyglyzin
von 1,1nm und optimale Spacerlängen von 3,2 – 4,6nm.
Wird also eine notwendige Spacerlänge von > 1nm zugrunde
gelegt, kann die maximale Einbautiefe lediglich 3,5nm für P2
betragen und das in einem weiten Bereich unabhängig vom Poten-
tial und damit der Oxidschichtdicke. Dieser Fakt kann nur erklärt
werden, wenn eine gewisse Beweglichkeit des Moleküls während
des Einbauprozesses zugelassen wird. Eine solche erscheint mög-
lich, wenn man den Formierungsprozess der äußeren Oxidschicht
betrachtet (vgl. Unterabschnitt 2.1.2, Seite 18ff.).
In Abhängigkeit von den Polarisationsparametern umschließt
eine permeable, wasserhaltige Hydrolysatmembran ein gelartiges
Elektrolytvolumen. In einem solchen ist eine höhere Beweglich-
keit eingeschlossener Moleküle im Vergleich zu einem kompakten
Oxid vorstellbar. Als Voraussetzung dazu müssten aber die ad-
sorptive Bindung der Ankergruppen an der ehemaligen Grenzflä-
che Luftpassivschicht/Elektrolyt gelöst werden, eine Penetration
der Hydrolysatmembran zumindest durch den Spacer als kom-
paktes Molekül möglich sein und die Bewegung des gesamten
Moleküls bei zumindest partiell negativ geladenen Ankergruppen
entgegen dem elektrischen Feld verlaufen. Ein Nachweis eines
solchen Prozesses ist mit den bisher verwendeten Verfahren nicht
möglich. Hierzu sind Tiefenprofile mit sehr guter Auflösung not-
wendig, die Informationen über die Einbautiefe des Phosphors im
Verhältnis zur Dicke der äußeren Oxidschicht liefern.
Die in einem weiten Parameterbereich von den Polarisationspa-
rametern unabhängige Erkennbarkeit und Aktivität des Peptids
bis hin zur positiven Evaluierung peptidbeschichteter Proben in
Tierexperimenten zeigen, dass die bei der anodischen Polarisation
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auftretenden und in Unterabschnitt 2.1.2 beschriebenen Neben-
wirkungen sowie die Photoaktivität des Titanoxids bei der Immo-
bilisierung des Peptids keine Rolle spielen. Das unterstreicht noch
einmal die Vorteile des Ansatzes, ein relativ robustes bioaktives
Molekül zu verwenden.
5.2.2 Nukleinsäurebasiertes Immobilisierungssystem
Im Gegensatz zum RGD-Peptid traten bei der elektrochemisch
gestützten Immobilisierung der P−AS Strangschäden auf, die bis
zum Verlust der Hybridisierungsfähigkeit führten. Die Schädi-
gung kann auf mehrere Faktoren zurückgeführt werden, wovon
ein Haupteinfluss die Radikalbildung als Zwischenschritt der Sau-
erstoffentwicklung während der anodischen Polarisation ist. Um
dieser Nebenwirkung des Immobilisierungsprozesses entgegen-
zuwirken wurde von ps zu gs Polarisation übergegangen und es
wurde untersucht inwieweit oxidierbare Substanzen als Elektro-
lytzusatz eine Schutzfunktion für die AS übernehmen können. Die
Wirkungen dieser Elektrolytzusätze werden im Anschluss separat
diskutiert.
Weitere Einflussfaktoren auf die Integrität der immobilisierten
Stränge sind das Ausmaß der photokatalytischen Prozesse an der
Oberfläche infolge Lichteinfalls und die Anzahl von Trocknungs-
und Wiederbenetzungszyklen, die im zweiten Teil dieses Unterab-
schnitts diskutiert werden.
Elektrolytzusätze
Insgesamt wurden die drei Substanzen Ascorbinsäure, EDTA (ein-
zeln und in Kombination) sowie Ethanol untersucht. Dabei wurde
EDTA ursprünglich aufgrund seiner Eigenschaft als Komplexbild-
ner gewählt, um eine Wechselwirkung der P−AS mit potentiell
freigesetzten Titanylionen zu verhindern, es kann aber auch oxi-
diert werden.
Um eine Schädigung der P−AS zu verhindern, müssen gebil-
dete Radikale nahe dem Entstehungsort, also an der Oberfläche,
effektiv abgefangen werden. Alle drei untersuchten Substanzen
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binden, wie nachfolgend dargestellt, an Titanoxidoberflächen und
entfalten ihre Wirkung über spezifische Mechanismen.
ascorbinsäure Die Ascorbinsäure koordiniert zweizähnig
als Chelat an die Titanatome des Oxids (Xagas et al. 2000, Ou
et al. 2005) und kann EDTA verdrängen (Sreekumar et al. 2003).
Infolge der Adsorption verschiebt sich nach Xagas et al. (2000)
und Ou et al. (2005) das Absorptionsmaximum von TiO2 für Pho-
tonen zu höheren Wellenlängen auf ca. 400nm. Der Mechanismus
beruht darauf, dass bei der Adsorption zusätzliche Elektronen
in das Leitungsband des Oxids injiziert werden. Nach Ou et al.
(2005) erfolgt die ascorbinsäurevermittelte Photokatalyse zu we-
sentlichen Anteilen über die Bildung von Hyperoxid-Anionen
(O–2 · ). Der Reaktionspfad über Hydroxylradikale wurde in die-
sem Falle ausgeschlossen, da die Zugabe von tert-Butanol als
Radikalfänger für Hydroxylradikale keine Veringerung der Ak-
tivität verursachte. Ebenso wurde durch Ou et al. (2005) über
Vergleichsmessungen in sauerstofffreier Lösung nachgewiesen,
dass der im Elektrolyten gelöste Sauerstoff eine wichtige Rolle
bei der Erzeugung der Hyperoxid-Anionen spielt. Ascorbinsäure
selbst wird an der Oberfläche zu Dehydroascorbinsäure oxidiert
und desorbiert anschließend.
ethylendiamintetraessigsäure EDTA kann photochemisch
an TiO2-Oberflächen (Madden et al. 1997, Gangl et al. 2004, Park et
al. 2006) oder auf elektrochemischem Wege an Platinoberflächen
(Johnson et al. 1972, Pakalapati et al. 1996) oxidiert werden. Es
bindet an Oberflächen dissoziativ durch Abspaltung eines Protons
einer Acetatseitengruppe. Ebenso erfolgt die Zersetzung durch
die fortlaufende Oxidation der Seitenketten über Formaldehyd
zu CO2 und Wasser. Bei der Oxidation des Molekülrumpfes im
Endstadium entsteht zusätzlich Nitrat.
ethanol Ethanol adsorbiert dissoziierend in Form von Ethoxyl
an Titanoxid (Gamble et al. 1996, Egerton & Wang 2008). Es kann
elektrochemisch (dos Anjos et al. 2008, Ghumman & Pickup 2008,
Huang et al. 2009, Lai & Koper 2009) und photokatalytisch (Gam-
ble et al. 1996, Körösi et al. 2007a, 2007b) über Acetaldehyd zu
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Essigsäure oxidiert werden. Die weitere Oxidation zu CO2 erfor-
dert jedoch die Spaltung der C−C-Bindung.
Enthält der Elektrolyt während Adsorption und Immobilisie-
rung 0,01mol l−1 EDTA (Abbildung 4.33a), ist die Belegungsdichte
von KS3(3’-32P) im Bereich derer von NS6(3’-32P). Immobilisierte
P−AS sind damit nicht hybridisierungsfähig. Dieser Befund ist
ein Indiz dafür, dass die als möglich angesehene Belegung der
P−AS mit freigesetzten Titanylionen für die Hybridisierungsfähig-
keit der Stränge keine Rolle spielt und/oder EDTA keine Schutz-
funktion ausübt (weder als Komplexbildner noch als oxidierbare
Substanz).
Bei Zugabe von Ascorbinsäure erhöht sich die Belegungsdichte
von KS3(3’-32P) gegenüber NS6(3’-32P) minimal, so dass erstmals
eine Hybridisierung nachweisbar ist. Die Wirkung der Ascor-
binsäure ist jedoch, wie oben gezeigt, gegensätzlich. Zum einen
werden bei ihrer Oxidation Radikale deaktiviert, zum anderen
führt ihre Adsorption zu einer Verstärkung der Photokatalyse und
infolge dessen möglicherweise zur Schädigung der P−AS. In der
Summe führen diese gegensätzlichen Wirkungen trotzdem zum
Vorhandensein hybridisierungsfähigen P−AS auf der Oberfläche,
jedoch auf sehr niedrigem Niveau.
Wird eine Kombination von Ascorbinsäure und EDTA verwendet,
fällt zunächst die bereits nach der Immobilisierung sehr geringe
Belegungsdichte von P−AS(5’-32P) auf ( 4.33b). Es muss ange-
nommen werden, dass die P−AS und die Elektrolytzusätze um
die Bindungsstellen konkurrieren und letztere wegen ihrer um
den Faktor 2,5× 104 höheren Konzentration und ihrer geringen
Größe zuerst an der Oberfläche adsorbieren. Weiterhin kann man
davon ausgehen, dass insbesondere die Ascorbinsäure nur schwer
verdrängt werden kann, so dass hauptsächlich diese für die ge-
ringen Belegungsdichten von P−AS(5’-32P) verantwortlich sein
wird. Vermutlich ist dies ein weiterer Grund für die sehr geringen
Belegungsdichten von KS3(3’-32P) im Pilotversuch (vgl. 4.33a),
wenn nur Ascorbinsäure zugegeben wird.
Eine direkte Folge der kombinierten Wirkung von Ascorbinsäu-
re und EDTA muss die gestiegene Belegungsdichte von KS3(3’-32P)
sein. Einerseits wird Ascorbinsäure oxidiert und übernimmt damit
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die beabsichtigte Schutzfunktion, ist aber andererseits selbst für
die Generierung von Radikalen (Hyperoxidanionen) verantwort-
lich. Bei alleiniger Zugabe von Ascorbinsäure führt das letztend-
lich netto zu einer Schädigung der P−AS. Bei Zugabe in Kombinati-
on mit EDTA wird dieses vermutlich wegen seiner im Vergleich zu
P−AS höheren Konzentration in Oberflächennähe in stärkerem Aus-
maß oxidiert als adsorbierte Stränge. Damit hat sich die Strategie,
dem Elektrolyten oxidierbare Substanzen zu zusetzen, prinzipi-
ell als erfolgversprechend erwiesen, es müssen aber alternative
Additive verwendet werden.
Bei der Verwendung von Ethanol als Elektrolytzusatz ist bis
zu einer Konzentration von 2,73mol l−1 keine Erhöhung der Be-
legungsdichten von P−AS(3’-32P) oder P−AS(5’-32P) erkennbar
(Abbildung 4.34). Erst bei 5mol l−1 erhöht sich die Belegungsdich-
te von P−AS(5’-32P) um 2,8pmol cm−2 und die von P−AS(3’-32P)
um 3,6pmol cm−2, was bei letzterem mehr als einer Verdopplung
gegenüber dem Ausgangszustand entspricht. Trotz dieser sehr
hohen Additivkonzentration wird offensichtlich die Adsorption
der P−AS nicht behindert. Für die beobachteten Effekte lassen sich
mehrere Gründe anführen.
Um gebildete Radikale nahe ihres Entstehungsortes wirksam
abzufangen, erscheint es vorteilhaft, dass die gesamte freie, d. h.
nicht durch P−AS belegte Oberfläche, mit der oxidierbaren Sub-
stanz gesättigt ist. Das sollte auch im Falle von Ethanol bei deut-
lich geringeren Konzentrationen als 5mol l−1 bereits der Fall sein.
Es kann davon ausgegangen werden, dass das Molekül aufgrund
seiner Größe und der hohen Konzentration zuerst die Oberfläche
belegt. Im Gegensatz zur Ascorbinsäure kann es jedoch offen-
sichtlich von den P−AS durch die spezifische Wechselwirkung
der Phosphatankergruppen mit dem Titanoxid verdrängt werden.
Weiterhin kann angenommen werden, dass Ethanol an die An-
kerstränge bindet und durch diese direkte Nachbarschaft einen
zusätzlichen Schutz bietet. Das entspricht aber einer weiteren
Erhöhung der durch Ethanol zu belegenden Oberfläche. Es ist
nicht zu erwarten, dass die Oxidation von Ethanol vollständig
zu CO2 und H2O erfolgt, da dazu die Spaltung der kovalenten
Kohlenstoffbindung notwendig wäre.
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Camara & Iwasita (2005) konnten zeigen, dass bei der Oxidation
von Ethanol an Platinoberflächen im Konzentrationsbereich von
0 – 1mol l−1 ab Ethanolkonzentrationen > 0,1mol l−1 Acetaldehyd
das Hauptprodukt ist und Essigsäure nur bis zu ca. 0,5mol l−1
zu größeren Anteilen entsteht. In diesem Fall befanden sich keine
weiteren leicht oxidierbaren Substanzen, wie z. B. Nukleinsäu-
ren, an der Oberfläche. Für das nukleinsäurebasierte Immobili-
sierungssystem bedeutet das, dass eine ausreichende Menge an
Ethanol vorhanden sein muss, um den permanenten und vermut-
lich relativ hohen Verbrauch oberflächennah auszugleichen. Ein
vollständiger Schutz ist auch dadurch nicht möglich, wie die Dif-
ferenz der Belegungsdichten von P−AS(3’-32P) und P−AS(5’-32P)
in Abbildung 4.34 deutlich macht.
Trotz des durch die Zugabe von Ethanol erreichten positiven
Effekts bei der Immobilisierung der Ankerstränge sinkt die Bele-
gungsdichte von P−AS(3’-32P) während der anschließenden Lage-
rung in PBS stärker als die von P−AS(5’-32P) und erreicht nach 24h
einen Wert von 2pmol cm−2. Bei der anschließend durchgeführten
Hybridisierung wird eine Belegung durch KS3(3’-32P) in dersel-
ben Größenordnung erzielt (Abbildung 4.35), so dass zunächst
davon ausgegangen werden kann, dass der intakte Ankerstrang
auch hybridisierungsfähig ist.
Weitere Einflussfaktoren
Als eine zweite bedeutende Ursache für Strangschäden erwies sich
die Photoaktivität des Titanoxids (vgl. Abbildung 4.32). Durch
konsequenten Lichtausschluss bei Lagerung der Proben in PBS
sowie beim Trocknen vor der Bestimmung der Belegungsdich-
ten, konnte dieser Schädigungsmechanismus stark eingedämmt
werden. Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass ein
Teil der immer noch auftretenden Schädigungen (vgl. Abbildun-
gen 4.33b - 4.35) auf photokatalytische Effekte zurückzuführen
ist. Aufgrund der logistischen Gegebenheiten war ein Arbeiten
unter völligem Lichtausschluss oder bei Gelb- bzw. Rotlicht nicht
möglich.
Wiederholtes Trocknen und Wiederbenetzen erwies sich als
eine weitere Ursache für die Schädigung der immobilisierten
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P−AS. Erst nach Minimierung der Trocknungszyklen wurde eine
deutliche Steigerung der Hybridisierungseffizienz erreicht (vgl.
Abbildung 4.35). Mit den vorhandenen experimentellen Daten
kann dieser Schädigungsmechanismus nicht zufriedenstellend
erklärt werden. Es fällt jedoch auf, dass die Gesamtbelegungs-
dichte (bestimmt über P−AS(5’-32P)) um ca. 25% zurückgeht, die
Belegungsdichte 3’-terminal intakter Stränge (P−AS(3’-32P)) aber
konstant bleibt, wenn die Anzahl der Trocknungen von 4 auf
1 reduziert wird. Gleichzeitig erhöht sich die durch Hybridisie-
rung bindende Stoffmenge an KS. Während bei 4 Trocknungen
die Belegungsdichte von KS3(3’-32P) der von P−AS(3’-32P) ent-
spricht, beträgt sie bei zweimaliger Trocknung bereits 81% der
von P−AS(5’-32P) und übersteigt diese bei nur einer Trocknung
nach der Hybridisierung um 16%.
Dass eine Überbelegung der P−AS auftreten kann, ist damit er-
klärbar, dass der AS durch Sequenzverdopplung aus einem früher
genutzten System hervorgegangen ist und somit zwei komple-
mentäre Bereiche gegenüber KS aufweist. Es stellt sich allerdings
die Frage, weshalb eine Maßnahme, die zur Verringerung der
Gesamtbelegungsdichte immobilisierter AS aber nicht zur Er-
höhung der Belegungsdichte am 3’-Terminus intakter AS führt,
eine so deutliche Steigerung der Hybridisierungseffizienz wie in
Abbildung 4.35 nach sich zieht.
Zur Annäherung an dieses Problem soll deshalb noch einmal
die Änderung der AS-Belegungsdichte für beide Markierungsar-
ten in Abhängigkeit von der Anzahl durchgeführter Trocknungen
und Wiederbenetzungen analysiert werden. Dazu sind die in
den Abbildungen 4.34 und 4.35 vorgestellten Daten für Immobi-
lisierung unter Zusatz von 5mol l−1 Ethanol bei 7mA cm−2 bis
8VAg/AgCl in Abbildung 5.3 noch einmal zusammengefasst. Nach
Immobilisierung beträgt die Belegungsdichte von P−AS(3’-32P)
mit 6,3pmol cm−2 nur 74% der von P−AS(5’-32P). Sie sinkt wäh-
rend der einzelnen Prozessschritte unabhängig von der Anzahl
der Trocknungen auf einen absoluten Wert von ca. 2pmol cm−2.
Das entspricht etwa 32% des Wertes nach Immobilisierung. Bei
P−AS(5’-32P) wird im Gegensatz dazu eine Abhängigkeit der Be-
legungsdichte von der Anzahl der Trocknungszyklen beobachtet.
Beim Übergang von vier- zu zwei Trocknungszyklen reduziert
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Abbildung 5.3: Belegungsdichten von P−AS(5’-32P), P−AS(3’-32P) und
KS3(3’-32P) auf c.p.−Ti-Oberflächen in Abhängigkeit von der Anzahl der
Trockungen und Wiederbenetzungen auf Basis der in Abbildungen 4.34
und 4.35 vorgestellten Daten.
sich die Belegungsdichte nach Hybridisierung um ca. 20% und
bei einmaliger Trocknung um 25% gegenüber viermaliger.
Zunächst können die Durchstoßstellen immobilisierter AS als
Schwachstellen der Oxidschicht angesehen werden. Insbesonde-
re AS mit geringer Einbautiefe (vgl. Diskussion zur Einbautiefe
des RGD-Peptids im vorherigen Unterabschnitt) und vorgeschä-
digte Stränge, bei denen sich die Bruchstelle im Oxid befindet,
könnten möglicherweise auch leichter herausgelöst werden. Im
Falle intakter AS mit geringer Einbautiefe wären davon sowohl die
Belegungsdichte von P−AS(3’-32P) als auch die von P−AS(5’-32P)
betroffen.
Bei vorgeschädigten AS mit noch vorhandener Ankergruppe
(die Bruchstelle kann sich dann im Oxid oder außerhalb befinden)
würde sich bei Desorption die Belegungsdichte von P−AS(5’-32P)
verringern, bei intaktem 3’-Terminus (Bruchstelle befindet sich
im Oxid) die von P−AS(3’-32P). Bei schonender Behandlung der
Proben ist bei solch einem Mechanismus mit einer Stabilisierung
der Belegungsdichte zu rechnen. Es kann aber immer noch nicht
erklärt werden, weshalb die Reduzierung der Trocknungszyklen
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zu einer Verringerung der Gesamtbelegungsdichte bei konstanter
Belegungsdichte 3’-terminal intakter Stränge führt.
Trocknen der Probe bedeutet einen Entzug von Wasser aus
der äußeren Oxidschicht und sollte zu einer Kompaktierung der
Oxidschichten führen. Umgekehrt kann man davon ausgehen,
dass unter permanentem Elektrolytkontakt ohne zwischenzeit-
liche Trocknung Austauschprozesse zwischen Oxidschicht und
Elektrolyt leichter ablaufen können, da vorhandene Schwachstel-
len der Oxidschicht (wie z. B. die Durchstoßstellen der AS) geöffnet
bleiben. Eine einmalige Trocknung könnte dann zu einer besseren
Einbettung der Stränge in die Oxidschicht in Form einer nanome-
chanischen Fixierung führen. Möglicherweise ist die bessere Fixie-
rung auch auf die Ausbildung einer stärkeren Bindung zwischen
Phosphatgruppen der P−AS und Titanionen während der Dehy-
dratisierung von Titanoxyhydraten zurückzuführen. Dieser Effekt
wäre dann vergleichbar mit dem einer nachfolgenden Wärmebe-
handlung bei der Stabilisierung von SAM aus Alkylphosphonaten
oder -phosphaten (vgl. Unterabschnitt 5.1.3). Dadurch lässt sich
erklären, dass eine Verschiebung der ersten Trocknung auf einen
späteren Zeitpunkt eine Verringerung der Belegungsdichte von
P−AS(5’-32P) nach sich zieht.
Häufige Trocknungs- und Wiederbenetzungszyklen bedeuten
einen permanenten Wechsel zwischen Wasserentzug und -ein-
diffusion mit entsprechenden Umordnungsprozessen in der ehe-
maligen Hydrolysatmembran und der äußeren Oxidschicht, von
denen auch die Bereiche mit eingebetteten AS betroffen sind. Das
kann zu einer Schädigung der AS nicht zuletzt durch die damit
verbundene mechanische Belastung der Stränge führen. Dieser
Mechanismus würde erklären, weshalb eine Verringerung der
Trocknungszyklen die Hybridisierungseffizienz verbessert, nicht
aber weshalb sich die Belegungsdichte von P−AS(3’-32P) unter
allen Regimen auf ca. 2pmol cm−2 einstellt.
Aufgrund der in Unterabschnitt 5.1.2 ermittelten und im Ver-
gleich zur verfügbaren Oberfläche geringen Belegungsdichte ad-
sorbierter AS muss davon ausgegangen werden, dass neben den
Ankergruppen auch andere Bereiche der AS mit der Oberfläche
wechselwirken. Deshalb kann nicht ausgeschlossen werden, dass
bei der anschließenden anodischen Polarisation auch mehrere
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Bereiche eines Stranges, unter anderem auch der 3’-Terminus, in
die anodische Oxidschicht eingebaut werden. Dieser Effekt kann
eine Rolle spielen, erscheint aber nicht als der hauptsächliche, da
das bedeuten würde, dass zwischen 32% (Trocknung nach jedem
Prozessschritt) und 46% (Trocknung nur nach Hybridisierung)
der gebundenen Stränge 3’-terminal in die Oxidschicht eingebaut
sind (Verhältnis von P−AS(3’-32P) und P−AS(5’-32P)). Dagegen
sprechen auch, dass die Belegungsdichte von KS3(3’-32P) bei meh-
reren Trocknungszyklen gleich der von P−AS(3’-32P) ist und ein
ähnliches Absinken von P−AS(3’-32P) mit Verringerung der Trock-
nungszyklen wie bei P−AS(5’-32P) nicht beobachtet wurde.
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass das untersuchte
Immobilisierungssystem relativ komplexen Wechselwirkungen
unterliegt, die potenziell zur Einschränkung der Funktionalität
führen können, wenn sie nicht berücksichtigt werden. Relativ
klar lässt sich der Einfluss von während der anodischen Pola-
risation gebildeten Radikalen abgrenzen. Wird beispielsweise,
wie in Abbildung 4.35 gezeigt, dem Elektrolyten kein Ethanol
zugesetzt, sind die in Oberflächennähe befindlichen Stränge insge-
samt betroffen. Es verringert sich sowohl die Belegungsdichte von
P−AS(5’-32P) als auch die von P−AS(3’-32P). Stränge, die diesen
Prozess ohne oder mit teilweiser Schädigung überstanden haben
und nach 24h Lagerung in PBS noch gebunden sind, sind auch
in vollem Umfang hybridisierbar. Die Hybridisierungseffizienz
bezüglich P−AS(5’-32P) beträgt 126± 5%, was auf eine teilweise
Mehrfachhybridisierung hinweist.
Die Photoaktivität des Titanoxids führt im Wesentlichen zu
einer Schädigung und Desorption der Stränge außerhalb der
Oxidschicht, da die Lagerung der Proben in PBS unter Umge-
bungsbeleuchtung zur stärkeren Verringerung der Belegungsdich-
te von P−AS(3’-32P) führt (Abbildung 4.32). Auch die Anzahl der
Trocknungs- und Wiederbenetzungszyklen hat eher einen Einfluss
auf außerhalb der Oxidschicht befindliche Bereiche der AS, da mit
steigender Anzahl die immobilisierten AS hybridisierungsfähig
bleiben, aber die Hybridisierungseffizienz bezüglich P−AS(5’-32P)
drastisch sinkt (Abbildung 4.35). Allerdings konnte der verursa-
chende Mechanismus anhand der erhobenen Daten bisher nicht
aufgeklärt werden.
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Ein Schlüsselfeld der gegenwärtigen Biomaterialforschung gene-
rell und insbesondere für die bei Anwendungen im Knochen-
kontakt breit eingesetzten Titanwerkstoffe ist die Modifizierung
ihrer Oberflächen mit Bestandteilen der EZM oder Molekülen, die
bestimmte Funktionen nachahmen. Ziel ist es, die unspezifische
Adsorption von Proteinen in denaturierter Form zu verhindern
und über die Rekrutierung gewebstypischer Zellen sowie die Aus-
sendung biochemischer Signale native Heilungsmechanismen zu
induzieren. In Abschnitt 2.2 wurde herausgearbeitet, dass trotz
einer Reihe positiver Ergebnisse in vitro und in vivo die gegenwär-
tig zur Verfügung stehenden Immobilisierungsmethoden nicht
ausreichen, um unterschiedliche Komponenten in einem Prozess-
schritt zu immobilisieren, definierte Freisetzungscharakteristika
für gleiche und/oder unterschiedliche Moleküle zu realisieren
und die Beschichtung der Oberflächen nach Sterilisation der Im-
plantate vorzunehmen, um empfindliche bioaktive Substanzen,
wie Proteine, vor Schädigung zu bewahren.
An diesem Punkt setzt die vorliegende Arbeit an. Sie hat zum
Ziel, die Grundlagen für ein modulares Immobilisierungssystem
für bioaktive Moleküle zu untersuchen. Bei diesem System werden
zwei unterschiedliche Strategien kombiniert. Zum einen wird aus-
genutzt, dass die Luftpassivschichten auf Titanwerkstoffen durch
anodische Polarisation verdickt und dabei Elektrolytbestandteile
zumindest partiell in diese eingebaut werden können. Zum ande-
ren eröffnet die Verwendung von Konjugaten aus unterschiedli-
chen bioaktiven Molekülen und Nukleinsäuren mit deren Fähig-
keit zur Selbstorganisation durch Hybridisierung die Möglichkeit,
die Immobilisierung der Moleküle von der Wechselwirkung mit
der Oberfläche zu trennen und das Freisetzungsverhalten über
die Stabilität der Nukleinsäurehybride zu kontrollieren. Schwer-
punkt dieser Arbeit ist der Nachweis, dass ein solches Systems
prinzipiell realisierbar ist.
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Dazu wurde zunächst anhand eines zyklischen RGD-Peptids
mit vier Phosphonatankern untersucht, inwieweit solche bifunk-
tionellen Moleküle unter Erhaltung ihrer biologischen Aktivität
partiell in anodische Oxidschichten eingebaut werden können.
Anschließend wurde die Methode durch die Einbeziehung der
Nukleinsäuren zum Immobilisierungssystem erweitert.
Der partielle Einbau des Peptids in die anodische Oxidschicht
konnte anhand unterschiedlicher ELISA-Werte nach Adsorption
und elektrochemisch gestützter Immobilisierung nachgewiesen
werden. Sowohl mittels ELISA als auch im Zelladhäsionstest war
das Peptid bis in einen Potentialbereich detektierbar, der einem
Wachstum der Schichtdicke an der Grenzfläche Oxid-Elektrolyt
in der Größenordnung der Spacerlänge entspricht. Aus diesem
Befund wurde abgeleitet, dass das Peptid möglicherweise wäh-
rend der anodischen Polarisation eine gewisse Beweglichkeit im
äußeren Teil der Oxidschicht aufweist.
In tierexperimentellen Studien im Ratten- und Ziegenmodell
zeigte sich, dass das Peptid nach elektrochemisch gestützter Im-
mobilisierung in der Lage ist, in vivo die frühe Heilungsphase
des Knochens zu stimulieren, während zu späteren Zeitpunkten
Zustände mit Kollagen im Ziegenmodell größere Effekte zeigten
bzw. im Minischwein keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Zuständen feststellbar waren. Diese Ergebnisse befinden sich
im Einklang mit Literaturdaten zu RGD-Peptiden. Damit wurde
der Nachweis erbracht, dass die elektrochemisch gestützte Immo-
bilisierung auf Basis des partiellen Einbaus bioaktiver Moleküle
in anodische Oxidschichten für die Biofunktionalisierung von
Titanwerkstoffen nutzbar ist.
Beim Übergang zum nukleinsäurebasierten Immobilisierungs-
system zeigte sich, dass die Prozessführung aufgrund der inhären-
ten Anfälligkeit der DNA-Stränge gegenüber (radikalinduzierter)
Schädigung einen großen Einfluss auf die Integrität der immobili-
sierten Ankerstränge hat. Es wurden drei Problemfelder identi-
fiziert. (i) Die Bildung von Radikalen als Zwischenprodukt der
Sauerstoffentwicklung bei der anodischen Polarisation führt zu
Strangbrüchen der Ankerstränge während des Immobilisierungs-
prozesses. (ii) Weitere Schäden an den AS können durch photoka-
talytische Prozesse induziert werden. (iii) Mehrfaches Trocknen
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und Wiederbenetzen führt ebenfalls zu Strangbrüchen, wobei
der zugrundeliegende Mechanismus nicht mit Sicherheit aufge-
klärt werden konnte. Den beobachteten Effekten wurde durch die
folgenden Maßnahmen entgegengewirkt:
• Eine Durchführung der anodischen Polarisation im gs Mo-
dus bei hohen Stromdichten sichert eine hohe Faradayef-
fektivität der Oxidschichtbildung und der Anteil der Sauer-
stoffentwicklung wird minimiert.
• Gebildete Radikale müssen durch Zugabe oxidierbarer Sub-
stanzen in ausreichender Konzentration abgefangen wer-
den, ohne dass die Adsorption der AS behindert wird. In
dieser Arbeit hat sich Ethanol bei einer Konzentration von
5mol l−1 bewährt.
• Die Arbeiten sollten unter Lichtausschluss erfolgen.
• Mehrfaches Trocknen und Wiederbenetzen sollte vermieden
werden, wobei sich möglicherweise eine einmalige Trock-
nung positiv auf die Stabilität der immobilisierten AS aus-
wirkt.
Mit Hilfe dieser Maßnahmen konnten die AS unter Erhaltung
ihrer Hybridisierungsfähigkeit immobilisiert werden. Die erreich-
ten Belegungsdichten des komplementären Strangs weisen auf
eine teilweise Doppelbelegung der AS hin. Diese kann auf die
doppelte Sequenz der AS zurückgeführt werten. Anhand der un-
terschiedlichen Belegungsdichten bei radioaktiver Markierung des
in die Oxidschicht eingebauten (5’-) bzw. des elektrolytseitigen
3’-Terminus ergibt sich, dass nur 47% der Stränge ungeschädigt
vorliegen können, wobei nicht geklärt werden konnte, in wel-
chem Ausmaß der 3’-Terminus möglicherweise in die anodische
Oxidschicht eingebaut ist.
Damit ist das Ziel dieser Arbeit erreicht, ein nukleinsäurebasier-
tes Immobilisierungssystem unter Nutzung der elektrochemisch
gestützten Immobilisierung von Ankersträngen und deren Fä-
higkeit zur Hybridisierung zu etablieren. Für die Optimierung
des Immobilisierungssystems und seine Weiterentwicklung zum
modularen Immobilisierungssystem ergeben sich nun eine Reihe
von Möglichkeiten aber auch Erfordernissen:
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Als wichtigste Aufgabe müssen nun bioaktive Moleküle in
das System einbezogen werden. Erste erfolgreiche Arbeiten zur
Synthese, Charakterisierung, Oberflächenhybridisierung und Un-
tersuchung der biologischen Aktivität eines Konjugats aus KS
und einem linearem Hexapeptid GRGDSP wurden in der Ar-
beitsgruppe von Dr. B. Schwenzer der Professur für Allgemeine
Biochemie an der TU Dresden von Dr. J. Michael durchgeführt
(Michael et al. 2009). Um eine Modularität hinsichtlich der Art
der zu immobilisierenden bioaktiven Moleküle zu erreichen, müs-
sen weitere Substanzen untersucht werden. Als Beispiele seien
hier Matrixproteine wie Fibronectin oder die große Gruppe der
Wachstumsfaktoren aber auch Wirkstoffe wie z. B. Antibiotika
erwähnt. Nicht außer Acht lassen sollte man auch die Chance,
bei der Verwendung funktioneller Nukleinsäuren wie der Apt-
amere auf eine chemisch aufwändige Konjugation zu verzichten.
Erste erfolgreiche Arbeiten diesbezüglich wurden unter Nutzung
der in dieser Arbeit untersuchten Immobilisierungsmethode in
der Arbeitsgruppe von Dr. H.-P. Wendel am Universitätsklinikum
Tübingen durchgeführt (Guo et al. 2007b).
Der zweite Aspekt der Modularität, die Realisierung eines
definierten Freisetzungsverhaltens über die Einstellung der Hy-
bridstabilität, erfordert eine Optimierung des Systems. Es müssen
verschiedene KS-Sequenzen hinsichtlich ihrer Hybridisierungs-
und Freisetzungskinetik getestet werden. Auch durch eine Ände-
rung der AS-Sequenz könnte die Flexibilität des Systems erhöht
werden, da die bisher verwendete Doppelsequenz die Wahl der
KS-Sequenzen einschränkt. In diesem Zusammenhang muss auch
die immer noch auftretende Schädigung der AS weiter untersucht
werden, um eine definierte, maximale Hybridlänge zu garantie-
ren. Möglicherweise lässt sich durch die Erweiterung des AS um
„Opfersequenzen“ der Hybridisierungsbereich schützen.
Ein wichtige Voraussetzung für zukünftige in vitro- und in
vivo-Untersuchungen bzw. die Anwendung des Immobilisierungs-
systems für Implantatbeschichtungen ist die Sterilisierbarkeit
AS-beschichteter Oberflächen. Anwenderseitig wird dafür die γ-
Serilisation favorisiert werden. Dabei ist mit einer zusätzlichen
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Schädigung der immobilisierten Stränge entweder durch direk-
te Wechselwirkung der γ-Strahlung oder über die Bildung von
Radikalen aus Atmosphäre und Wasser in der Umgebung der
Oberfläche zu rechnen. Deshalb müssen geeignete Maßnahmen
untersucht werden, um diese Einflüsse zu minimieren. Erste An-
satzpunkte in dieser Richtung wären die bereits bei der Immobil-
sierung des RGD-Peptids praktizierte verstärkte Trocknung und
die Verpackung der Proben unter Schutzgas. Weitere Möglichkei-
ten wären die erneute Zugabe von Radikalfängern in die Atmo-
sphäre der Probengefäße oder die bereits im vorherigen Absatz
erwähnte Erweiterung der AS um „Opfersequenzen“.
Nicht zuletzt sei auf künftige werkstoffwissenschaftliche und
ingenieurtechnische Herausforderungen hingewiesen. Bisher wur-
den nur ein kleiner Anteil möglicher Titanwerkstoffe und nur
wenige Oberflächenzustände untersucht. Wie die eigenen Arbei-
ten zeigen, übt die Legierungszusammensetzung in einem weiten
Bereich möglicherweise nur einen geringen Einfluss aus. Demge-
genüber können sich die bei der Herstellung von Implantaten üb-
lichen Verfahren, wie z. B. Sandstrahlen ohne und in Verbindung
mit chemischem Ätzen, zur Einstellung der Oberflächenmorpholo-
gie und deren chemischen Eigenschaften auf die Immobilisierung
der AS auswirken, da sowohl Adsorption als auch die Formie-
rung der anodischen Oxidschichten durch die Oberflächenchemie
beeinflusst werden. Auch die Übertragung des Immobilisierungs-
systems auf reale, zum Teil komplizierte Implantatgeometrien
kann zu einer Anpassung der Prozessparameter zwingen, wobei
hier wegen der guten Skalierbarkeit elektrochemischer Verfahren
günstige Voraussetzungen bestehen.
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A
K O D I E R U N G D E R A M I N O S Ä U R E N
Name Abkürzung Buchstabensymbol
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsäure Asp D
Cystein Cys C
Glutamin Gln Q
Glutaminsäure Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin Ile I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val V
Tabelle A.1: Aminosäuren der Proteine.
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210 kodierung der aminosäuren
Die in Tabelle A.1 aufgeführten, in Proteinen vorkommenden
Aminosäuren liegen ausschließlich in ihrer L-Form vor und wer-
den mit Großbuchstaben als Symbol abgekürzt. Bei dem in dieser
Arbeit untersuchten zyklischen RGD-Peptid wurde durch die Ent-
wickler des Peptids Phenylalanin als D-Isomer eingeführt, um
die Zyklisierung zu erreichen. D-Aminosäuren wurden mit dem
jeweiligen Kleinbuchstaben abgekürzt.
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Abbildung B.1: Einfluss der UHV-Umgebung auf die Elementspektren.
Die Probe befand sich über Nacht in der Probenkammer und wurde
am Messtag zweimal im Abstand von 6h untersucht. Bei der zweiten
Messung sind lediglich die Intensitäten der mit dem Substrat bzw. der
Oxidschicht assoziierten Peaks bzw. Komponenten Ti, TiO2-Komponente
des Sauerstoffpeaks sowie Pb leicht erhöht. Das spricht für eine geringere
Schwächung dieser Peaks, die auf die Desorption Wassers oder OH-
Gruppen zurückzuführen sein kann. Eine Schädigung der Schichten
durch die Anregungsstrahlung erscheint somit als unwahrscheinlich.
211
212 xps-elementspektren ausgewählter zustände
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Abbildung B.2: Elementspektren nach Präparation mit Schema A und
Lagerung der Proben in boratgepufferter NaCl-Lösung bei pH 7,4 und
37 ◦C.
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Abbildung B.3: Elementspektren nach Präparation mit Schema B und
Lagerung der Proben in boratgepufferter NaCl-Lösung bei pH 7,4 und
37 ◦C.
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A L L G E M E I N E A R B E I T S V O R S C H R I F T E N
c.1 puffer und lösungen
Für die Versuche mit dem RGD-Peptid wurden die verwendeten
Puffer und Lösungen in der erforderlichen Konzentration frisch
hergestellt. Bei den Arbeiten mit Nukleinsäuren wurden Stamm-
lösungen mit höherer Konzentration angesetzt und autoklaviert,
um die Nukleasefreiheit zu garantieren. Die Puffer wurden unter
Verwendung von Reinstwasser mit einem spezifischen Widerstand
von 18,2MΩ cm bei Raumtemperatur hergestellt.
Acetatpuffer
Ohne Zusatz von Ethanol (4 -fache Stammlösung)
2mol l−1 Essigsäure
2mol l−1 Natriumacetat
Vorlage der Essigsäure, Titration mit Natriumacetat
bis zur Einstellen eines pH-Werts von 4,0
Für den Zusatz von 5mol l−1 Ethanol (4 -fache Stammlösung)
2mol l−1 Essigsäure
2mol l−1 Natriumacetat
Vorlage der Essigsäure, Titration mit Natriumacetat
bis zur Einstellen eines pH-Werts von 3,5
Boratpuffer
0,2mol l−1 Borsäure
0,05mol l−1 Dinatriumtetraborat-Decahydrat (Borax)
Vorlage der Borsäure und Titrieren von Borax zum Einstellen des
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pH-Werts (97ml Borsäure für 100ml Lösung)
Gepufferte Salzlösungen
Phosphatgepufferte NaCl-Lösung (10 -fache Stammlösung)
1,54mol l−1 NaCl
0,05mol l−1 Na2HPO4×2H2O
0,017mol l−1 KH2PO4
1,54mol l−1 NaOH zum Einstellen des pH-Werts auf 6,85
TRIS-gepufferte NaCl-Lösung (10 -fache Stammlösung)
1,54mol l−1 NaCl
0,5mol l−1 TRIS
1,54mol l−1 HCl zum Einstellen des pH-Werts auf 7,5
Boratgepufferte NaCl-Lösung (Gebrauchslösung)
0,154mol l−1 NaCl in Boratpuffer (s. oben)
Ungepufferte Salzlösungen
NaCl-Lösung (10 -fache Stammlösung)
1,54mol l−1 NaCl
0,1mol l−1 HCl oder NaOH zum Einstellen des pH-Werts
bei pH> 7 1,54mol l−1 NaCO3
Na2SO4-Lösung (Gebrauchslösung)
0,05mol l−1 Na2SO4
0,1mol l−1 H2SO4 zum Einstellen des pH-Werts auf 4,0
Zitratpuffer
0,05mol l−1 2-Hydroxypropan-1,2,3-tricarbonsäure (Zitronensäure)
0,1mol l−1 H2SO4 zum Einstellen des pH-Werts auf 4,0
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c.2 beschichtung der oberflächen
c.2.1 Reinigung der Proben
Alle Proben wurden vor ihrer Verwendung für jeweils 15min in
1% -iger Lösung von Triton-X100, zweimal in Reinstwasser und je
einmal in Aceton bzw. Ethanol im Ultraschallbad behandelt und
anschließend an Luft getrocknet.
c.2.2 Beschichtung mit dem RGD-Peptid
Vorbereitung der Proben
Um ihre Haftfestigkeit in den Wells der Multischalen (s. Abbil-
dung 3.2a) zu verbessern, wurden die Proben vor dem Einkleben
auf der Rückseite mit SiC-Schleifpapier (Körnung P320) leicht
angeschliffen.
Vorbereitung der Multischalen
Für die Versuche wurden 12-Well-Schalen verwendet. In die Böden
der äußeren Wells wurden mit Hilfe einer Schablone an definierten
Stellen Bohrungen mit einem Durchmesser von 3µm eingebracht,
die Multischalen anschließend mit handelsüblichem Laborreiniger
gereinigt und mehrfach mit Reinstwasser gespült.
Nach dem Trocknen der Multischalen wurde der Werkstoff (Po-
lystyren) um die Bohrungen herum mit 10µl Toluen angelöst,
jeweils eine Probe über der Bohrung platziert und leicht ange-
drückt. Die Multischalen wurden über Nacht gelagert. Vor Beginn
des Experiments mussten Rückstände aus den Bohrungen entfernt
werden.
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Elektrochemisch gestützte Immobilisierung
Die bestückten Multischalen wurden auf der Kontaktplatte plat-
ziert und die Kontaktierung der Proben über die Federkontakt-
stifte (s. Abbildung 3.2) mit Hilfe eines Multimeters überprüft.
Anschließend wurden die mittleren Wells mit 3mol l−1 KCl und
die der Proben mit 2770µl Adsorptionspuffer ohne Peptid befüllt
sowie die Gegenelektroden, Bezugselektroden und Stromschlüssel
zusammen mit dem Zelldeckel montiert.
Zu Beginn der Beschichtung wurde für 30 s das Ruhepotential
aufgezeichnet und anschließend 30µl der Peptidstammlösung
zugegeben. Nach einer Adsorptionsdauer von 10min, während
der ebenfalls das Ruhepotential aufgezeichnet wurde, erfolgte die
anodische Polarisation der Probe. Nach deren Ende wurden die
Wells dreimal mit Reinstwasser gespült und die Multischalen an-
schließend an Luft getrocknet. Für die weiteren Untersuchungen
wurden die Proben aus den Wells herausgebrochen.
Adsorption ohne elektrochemisch gestützte Immobilisierung
Für die Adsorption des Peptids wurden die Proben in der Regel
genauso behandelt wie oben beschrieben, nur dass auf die an-
odische Polarisation verzichtet wurde. Bei einigen Experimenten
wurden die Proben allerdings in Wells mit Adsorptionslösung
getaucht.
c.2.3 Nukleinsäurebasiertes Immobilisierungssystem
Vorbereitung der Nukleinsäuren
Unmarkierte Ankerstränge wurden lyophilisiert und markierte
als gefrorene Lösung in TRIS-HCl (pH 7,4) geliefert. Von beiden
Lieferungsarten wurden jeweils 20 Aliquote à 50µl in Wasser
hergestellt.
Aus diesen Aliquoten wurden für jede Messserie am Vortag
Stammlösungen im jeweiligen Adsorptions- bzw. Hybridisierungs-
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puffer mit einer Gesamtkonzentration von 4µmol l−1 Nukleinsäu-
re und gegebenenfalls einem Anteil markierter Stränge zwischen
0,01% und 0,5% hergestellt. Diese Stammlösungen wurden mit
dem entsprechenden Puffer auf Gebrauchskonzentration verdünnt
und unmittelbar vor Experimentbeginn für 2min bei 95 ◦C dena-
turiert und anschließend für mindestens 5min auf Eis gekühlt,
um zufällig gebildete Hybride aufzubrechen.
Adsorption
Für die Adsorption der Ankerstränge wurden die Proben in Wells
von Multischalen gelegt und 100µl Adsorptionslösung (mit An-
kerstrang) aufgetropft. Nicht verwendete Wells und die Zwischen-
räume der Multischale wurden mit Wasser gefüllt, um einen
hohen Dampfdruck zu gewährleisten. Nach der spezifizierten
Adsorptionsdauer wurden die Proben mit Hilfe einer Pipette drei-
mal auf der Vorderseite und einmal auf der Rückseite mit je 3ml
ankerstrangfreiem Adsorptionspuffer gespült und anschließend
einmal in Reinstwasser (18,2MΩ cm) getaucht. Die Trocknung
erfolgte an Luft in einem Abzug.
Bei einem Teil der Adsorptionsexperimente wurden die Proben
auf Probenteller fürs Rasterelektronenmikroskop (REM) geklebt,
um ein Herunterlaufen der Adsorptionslösung auszuschließen.
Die Adsorption wurde dann in den entsprechenden Probenboxen
behandelt.
Elektrochemisch gestützte Immobilisierung
Für die elektrochemisch gestützte Immobilisierung der Anker-
stränge wurden zunächst 800µl Adsorptionslösung auf die in
der elektrochemischen Zelle fixierten Proben gegeben. Nach einer
Adsorptionsdauer von 15min wurde die elektrochemische Zelle
mit 2200µl Adsorptionspuffer aufgefüllt, der Stromschlüssel po-
sitioniert und die Elektroden mit dem Potentiostaten verbunden.
Die Zeitspanne zwischen Adsorptionsende und Polarisationsstart
betrug ca. 25 s. Nach Polarisationsende wurden die elektrochemi-
sche Zelle dreimal für je 2min mit Adsorptionspuffer gewaschen
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und die Proben nach ihrem Ausbau aus der Zelle in Reinstwasser
(18,2MΩ cm) getaucht. Die Trocknung erfolgte ebenfalls an Luft
in einem Abzug.
Hybridisierungsexperiment
Die Hybridisierungsexperimente wurden analog zu den Adsorp-
tionsexperimenten in Multischalen durchgeführt. Die Hybridisie-
rungsdauer betrug 1h.
c.3 auslagerungsexperimente
c.3.1 RGD-Peptid
Die Proben wurden in Glasflaschen in 15ml boratgepufferter
NaCl-Lösung für die im Text angegebene Dauer bei 37 ◦C in
einem Trockenschrank gelagert, anschließend mit Reinstwasser
(18,2MΩ cm) gespült und an Luft getrocknet.
c.3.2 Nukleinsäuren
Die Auslagerung erfolgte zunächst in Multischalen in 3ml TRIS-
HCl oder PBS bei Raumtemperatur, wobei die Proben nach jeweils
15, 30 und 60min in neue Wells mit frischer Lösung transferiert
wurden. Nach Auslagerungsende wurden die Proben in Reinst-
wasser getaucht und im Abzug an Luft getrocknet.
Nach Reduzierung der Auslagerungsschritte wurden autoklavier-
bare Kunststoffflaschen (Polypropylen) mit 15ml Desorptionspuf-
fer ohne Lösungswechsel verwendet.
D
G E R Ä T E
Potentiostaten
Voltalab 40 mit High Voltage Booster (HVB) 100,
Radiometer (Kopenhagen)
Regelpotential: ± 100V
Regelstrom: ± 1A
Sollpotential: ± 15V
Software: Voltamaster 4
Mehrkanalpotentiostat VMP, BioLogic (Frankreich)
4 unabhängige Kanäle mit:
Regelpotential: ± 10V
Regelstrom: ± 10mA
Sollpotential: ± 10V
Software: EC-Lab (Version 6.60)
Phosphorimager
PhosphorImager SI, Molecular Dynamics / GE Healthcare
(Großbritannien)
Speicherfolien: General purpose screen (GP)
Betaspektrometer
PIPS-basiert, Canberra/Ortec (USA)
Vorverstärker: Canberra 2003BT
Verstärker: Ortec 570
Hochspannungsquelle Ortec 456
Prozessor: Ortec 920−8
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Pulser: Ortec 480
Software: Maestro Version 3.06
Röntgen-Photoelektronen-Spektrometer
PHI 5700, Physical Electronics (USA)
Ausstattung: XPS, AES, Ar+-Quelle
Software: PHI Access (Messung); Multipak (Auswertung)
